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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
celice NK naravne celice ubijalke; angl. natural killer cells 
DOB virus Dobrava 
HCPS hantavirusni srčno-pljučni sindrom; angl. hantavirus cardio-
pulmonary syndrome 
HMGB1 protein visokomobilne skupine B1; angl. high mobility group box 
1 
HMRS hemoragična mrzlica z renalnim sindromom; angl. haemorrhagic 
fever with renal syndrom 
IFN tipa I interferon tipa I 
IFNα interferon alfa 
IFNβ interferon beta 
ISG geni, ki se stimulirajo z interferoni; angl. interferon-stimulated 
genes 
NFκB nuklearni faktor kappa B; angl. nuclear factor kappa B 
MxA angl. MX dynamin-like GTPase 1 
PBMC mononuklearne celice iz periferne krvi 
PCR verižna reakcija s polimerazo; angl. polymerase chain reaction 
PUU virus Puumala 
RNA ribonukleinska kislina 
RT-PCR verižna reakcija s polimerazo z reverzno transkriptazo 
STAT signalni prenašalec in aktivator transkripcije 
Tc citotoksične celice T 
Th celice T-pomagalke 
Treg regulatorne celice T 
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1 UVOD  
Hemoragična mrzlica z renalnim sindromom (HMRS) je v Sloveniji endemična 
bolezen. Potek bolezni je lahko zelo različen: od asimptomatske oziroma zelo 
blage oblike bolezni do bolezni s hudim potekom, s krvavitvami in šokom ter v 
najhujših primerih celo s smrtnim izidom. V Sloveniji HMRS povzročajo hantavirusi 
Puumala (PUU), Dobrava (DOB) in Dobrava-Kurkino (DOB-Kurkino). Virus PUU 
povzroča blažjo obliko bolezni, ki zaradi nespecifičnih znakov pogosto spominja na 
vročinsko bolezen z abdominalnimi bolečinami. Okužba z virusom DOB povzroči 
hujši klinični potek bolezni ter doseže do 16-odstotno smrtnost. Kljub sorodnosti z 
virusom DOB pa virus DOB-Kurkino povzroča blago obliko bolezni (Avsic-Zupanc 
in sod., 1999, Avsic-Zupanc in sod., 2000, Avsic-Zupanc in sod., 2007, Korva in 
sod., 2013a, Korva in sod., 2013b).  
Rezultati raziskav so pokazali, da ima pri okužbah s hantavirusi pomembno vlogo 
odziv prirojenega imunskega sistema, še posebno interferonov tipa I (IFNα in 
IFNβ). Ugotovili so tudi, da patogeni hantavirusi za razliko od nepatogenih zavirajo 
zgodnje izražanje IFN tipa I, kar omogoča neovirano pomnoževanje virusa v 
celicah (Geimonen in sod., 2002, Nam in sod., 2003, Khaiboullina in sod., 2005, 
Alff in sod., 2006). Utišanje prirojenega imunskega odziva posledično privede do 
hitrega in nenadzorovanega sistemskega razsoja okužbe. Predvidevajo, da je 
stopnja zaviranja prirojenega imunskega odziva povezana s stopnjo patogenosti 
virusa. Rezultati raziskav na celičnih kulturah so pokazali, da tako virus DOB kot 
virus PUU zavirata izražanje IFN tipa I, pri čemer je bilo zaviranje virusa PUU 
samo 10–30-odstotno (Jaaskelainen in sod., 2007, Popugaeva in sod., 2012). 
Vendar pa so za razjasnitev vpliva hantavirusne okužbe na izražanje dejavnikov 
prirojenega imunskega odziva potrebne dodatne raziskave. V dostopni literaturi do 
sedaj še niso pokazali vpliva okužbe hantavirusov na odziv IFN tipa I pri 
mononuklearnih celicah iz periferne krvi (PBMC) bolnikov s HMRS. 
IFN tipa I, ki nastanejo po prepoznavanju virusne RNA s celičnimi receptorji, 
vplivajo na odziv celic prirojenega in pridobljenega imunskega sistema (Matthys in 
Mackow, 2012). Patogenezo HMRS povezujejo s citotoksičnim odzivom celic 
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naravnih ubijalk (celice NK) in povečanim odzivom citotoksičnih celic T, saj naj bi 
propad s hantavirusi okuženih endotelijskih celic pripomogel k povečani žilni 
prepustnosti (Bjorkstrom in sod., 2011, Lindgren in sod., 2011, Terajima in Ennis, 
2011). Markotić in sod. so pokazali, da imajo citotoksični limfociti T pomembno 
vlogo v patogenezi pri bolnikih s HMRS. Pokazali so, da bi bile fenotipske 
spremembe profila PBMC lahko uporaben napovedni dejavnik pri poteku HMRS 
(Markotic in sod., 1999).  
Protein visokomobilne skupine B1 (HMGB1; angl. high mobility group box 1) so 
prvič opisali kot nehistonsko jedrno beljakovino, ki se veže na DNA in ima vlogo 
jedrnega remodelirnega faktorja (Bianchi in Manfredi, 2007). Različne raziskave so 
pokazale vpletenost HMGB1 v patogenezo pri okužbah z različnimi virusi, 
vpletenost pri hemoragičnem šoku in sepsi (Sunden-Cullberg in sod., 2005, Wang 
in sod., 2006). Vlogo HMGB1 so dokazali pri okužbi z virusom Denga, pri čemer 
so najvišje vrednosti HMGB1 izmerili v prvih dneh po pojavu simptomov in pri 
bolnikih s sekundarno okužbo (Allonso in sod., 2012). Nakazali so tudi možnost 
uporabe HMGB1 kot biološkega dejavnika pri diagnostiki virusa Denga (Allonso in 
sod., 2013). Vloga beljakovine HMGB1 pri okužbah s hantavirusi v dostopni 
literaturi do sedaj še ni bila opisana.  
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1.1 NAMEN DELA 
Namen doktorske naloge je bil ugotoviti, ali obstajajo razlike v prirojenem 
imunskem odzivu mononuklearnih celic iz periferne krvi (PBMC), pridobljenih iz 
kliničnih vzorcev bolnikov po okužbi z virusom Dobrava (DOB) in virusom Puumala 
(PUU), in proučiti njihov pomen v patogenezi hemoragične mrzlice z renalnim 
sindromom (HMRS).  
 
Postavili smo naslednje hipoteze: 
1. Stopnja odziva interferonov (IFN) tipa I je po stimulaciji humanih PBMC z 
virusom DOB nižja kot po stimulaciji z virusom PUU. 
2. Odziv IFN tipa I je bolj zavrt v PBMC med akutno okužbo kot v PBMC po 
preboleli okužbi. 
3. Profil PBMC je po okužbi z virusoma DOB in PUU podoben, vendar je med 
PBMC bolnikov, okuženih z virusom DOB, prisotnih več citotoksičnih celic 
T. 
4. Višje koncentracije HMGB1 so povezane s hudim potekom bolezni. 
 
Raziskavo smo razdelili na tri dele: 
Prvi del doktorske naloge smo usmerili v proučevanje odziva IFN tipa I pri bolnikih 
s HMRS. S stimulacijo PBMC zdravih prostovoljcev z virusoma DOB in PUU v 
pogojih in vitro smo ugotavljali razlike v odzivu IFN tipa I po okužbi z virusoma 
DOB in PUU. Da bi ugotovili, ali odziv IFN tipa I vpliva na različno klinično sliko 
HMRS, smo z virusoma DOB in PUU stimulirali PBMC bolnikov, okuženih z 
virusom DOB ali virusom PUU. Stimulirali smo PBMC, pridobljene iz vzorcev 
bolnikov med akutno fazo bolezni in iz vzorcev istih bolnikov po preboleli bolezni. 
S primerjavo odziva stimuliranih PBMC, pridobljenih iz akutnih vzorcev, in odzivom 
PBMC, pridobljenih iz vzorcev istih bolnikov po preboleli okužbi z virusom DOB ali 
virusom PUU, smo določevali vlogo imunskega spomina. 
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V drugem delu doktorske naloge smo s pretočno citometrijo primerjali profil 
PBMC bolnikov, okuženih z virusom DOB in virusom PUU. Želeli smo ugotoviti, ali 
virus DOB povzroči drugačen odziv imunskih celic kot virus PUU. 
Aktivacijo prirojenega imunskega odziva smo v tretjem delu raziskave preverjali 
na nivoju koncentracije proteina visokomobilne skupine B1 (HMGB1; high mobility 
group box 1). Vpletenost HMGB1 v patogenezo HMRS v literaturi še ni bila 
opisana, zato smo želeli z našo raziskavo opredeliti vlogo HMGB1 pri okužbi z 
virusoma DOB in PUU. Koncentracijo HMGB1 smo izmerili v supernatantih PBMC 
zdravih prostovoljcev, stimuliranih z virusoma DOB ali PUU, in v serumu bolnikov, 
okuženih z virusom DOB ali virusom PUU. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZGODOVINA HANTAVIRUSOV 
Prvi opisi bolezni, ki jo danes poznamo kot HMRS, so iz vzhodne Sibirije iz leta 
1913 (Casals in sod., 1970). Bolezen HMRS je postala prepoznavnejša med 
korejsko vojno, ko so med leti 1951 in 1953 poročali o 3200 primerih bolezni, 
imenovane »korejska hemoragična mrzlica«, med ameriškimi vojaki (Schmaljohn 
in Hjelle, 1997). Že leta 1962 so predvidevali, da podobne bolezni, ki so se 
pojavljale v Aziji in Evropi, povzroča skupina tesno sorodnih povzročiteljev 
(Gajdusek, 1962). Povzročitelj HMRS je ostal neznan do leta 1976, ko so korejski 
znanstveniki iz tkiva dimaste miši (Apodemus agrarius) osamili virus Hantaan 
(HTN) (Lee in sod., 1978). Čeprav so blažjo obliko HMRS, imenovano 
»nephropathia epidemica« (NE), v Skandinaviji poznali že od leta 1930, so 
njenega povzročitelja, virus Puumala (PUU), izolirali šele leta 1980 na Finskem iz 
gozdne voluharice (Myodes glareolus; prej poznane kot Clethrionomys glareolus) 
(Brummer-Korvenkontio in sod., 1980). V Sloveniji so odkrili hantavirus Dobrava 
(DOB), ki v Evropi povzroča težjo obliko HMRS (Avsic-Zupanc in sod., 1992).  
Sprva so predvidevali, da so patogeni hantavirusi omejeni samo na Evropo in 
Azijo. Leta 1993 je bila v Združenih državah Amerike epidemija, ki je vodila do 
odkritja virusa Sin Nombre (SN) in z njim povezane nove hantavirusne bolezni, 
imenovane hantavirusni srčno-pljučni sindrom (HCPS; angl. hantavirus cardio-
pulmonary syndrom) (Nichol in sod., 1993). S pregledom zamrznjenih vzorcev 
pljučnega tkiva ljudi, ki so umrli zaradi nepojasnjene pljučne bolezni v preteklosti, 
so odkrili, da je HCPS stara bolezen, s primeri vsaj iz leta 1959. V Južni Ameriki 
HCPS povzroča virus Andes (AND), ki so ga odkrili leta 1999 (Calderon in sod., 
1999).  
Dolgo je veljalo prepričanje, da so naravni gostitelji hantavirusov prostoživeči 
glodavci, vendar so že leta 1971 iz azijske rovke (Suncus murinus) osamili virus 
Thottapalayam (TPM) (Carey in sod., 1971). Sprva so predvidevali, da je virus 
TPM izjema med hantavirusi, dokler niso leta 2007 odkrili virusa Tanganya (TGN) 
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v prav tako žužkojedem gostitelju, Teresini rovki (Crocidura theresae) (Klempa in 
sod., 2007). Z nadaljnjimi raziskavami so odkrili veliko novih hantavirusov v 
žužkojedih gostiteljih krtih, rovkah in netopirjih (Guo in sod., 2013) (slika 1). 
Nedavno so na Češkem odkrili hantavirus Brno v žužkojedem netopirju navadnem 
mračniku (Nyctalus noctula) (Strakova in sod., 2017). 
 
 
Slika 1: Zemljepisna razporeditev hantavirusov glede na naravnega gostitelja (Guo in sod., 2013). 
Leta 2016 je Mednarodni odbor za taksonomijo virusov sprejel novo klasifikacijo 
hantavirusov in jih razvrstil v red Bunyavirales, družino Hantaviridae, rod 
Orthohantavirus, kamor je uvrščenih 41 vrst ortohantavirusov (International 
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2.2 OSNOVNE ZNAČILNOSTI HANTAVIRUSOV 
2.2.1 ZGRADBA VIRUSA 
Genom hantavirusov je negativno polarna enovijačna ribonukleinska kislina (RNA; 
angl. ribonucleic acid), ki je razdeljena na tri segmente: majhnega (S; angl. small), 
srednjega (M; angl. medium) in velikega (L; angl. large). Genomski segmenti 
nosijo zapis za štiri beljakovine: segment L kodira od RNA odvisno polimerazo 
RNA (RdRp; angl. RNA-dependent RNA polymerase), segment M nosi zapis za 
poliprotein, ki je prekurzor površinskih glikoproteinov Gc in Gn, segment S kodira 
nukleokapsidno beljakovino (N). Pri hantavirusih iz glodavcev družine Cricetidae 
segment S poleg beljakovine N nosi zapis tudi za nestrukturno beljakovino (NS), ki 
ima vlogo v inhibiciji interferonov (IFN) (Jaaskelainen in sod., 2007). Na 3´ in 5´ 
koncu vsakega linearnega segmenta RNA so nekodirajoče regije. Na koncih 
nekodirajoče regije vsakega segmenta so ohranjena zaporedja, ki omogočajo 
komplementarno parjenje in s tem tvorjenje navideznih krožnih molekul 
(Schmaljohn in sod., 1985, Schmaljohn in sod., 1986, Hussein in sod., 2011).  
Genomski segmenti skupaj z beljakovino N tvorijo tri ločene nukleokapside. 
Hantavirusi so okrogle ali pleiomorfne oblike, velikosti od 80 do 120 nm. Virioni so 
obdani z lipidno ovojnico gostiteljevega izvora in pokriti z bodicami, sestavljenimi iz 
glikoproteinov (Huiskonen in sod., 2010, Hepojoki in sod., 2012). Taka sestava 
daje virusom edinstven izgled, ki omogoča prepoznavo virusa pod elektronskim 
mikroskopom (Goldsmith, 2014). 
Zaradi načina prenosa hantavirusov so virioni v naravi zelo stabilni. Na sobni 
temperaturi lahko preživijo več kot 10 dni in več kot 18 dni na 4 °C ter na –20 °C 
(Kallio in sod., 2006, Hardestam in sod., 2007). Tako kot drugi virusi z ovojnico so 
tudi hantavirusi dovzetni za inaktivacijo s toploto (30 min pri 60 °C), detergenti, 
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2.2.2 POMNOŽEVANJE VIRUSA 
Beljakovini Gn in Gc imata pomembno vlogo pri prepoznavanju in vezavi na 
receptorje gostiteljskih celic. Gn patogenih hantavirusov se veže na  integrine αvβ3, 
medtem ko se Gn nepatogenih veže na integrine αvβ1 (Gavrilovskaya in sod., 1998, 
Mackow in Gavrilovskaya, 2009). Po vezavi na receptor hantavirusi vstopajo v 
celice z od klatrina odvisno endocitozo (Jin in sod., 2002). Pokazali so, da na tak 
način v celice vstopa virus HTN, ne pa tudi virus AND (Ramanathan in Jonsson, 
2008), kar pomeni, da hantavirusi uporabljajo več kot en način vstopa v tarčne 
celice (Lozach in sod., 2010). Po vstopu v celico nastane najprej zgodnji endosom 
in nato pozni endosom, v katerem je nizek pH (5,0–6,0). Nizek pH povzroči 
konformacijske spremembe, da se virusna ovojnica in membrana endocitotskega 
mešička zlijeta, pri čemer se virusne nukleokapside sprostijo v citoplazmo 
(Ramanathan in sod., 2007), kjer poteka prepisovanje vseh treh segmentov z 
virusno kodirano RdRp. Prevajanje mRNA prepisov poteka na prostih ribosomih in 
v endoplazmatskem retikulumu. Proteolitska cepitev glikoproteinskih prekurzorjev 
v glikozilirani beljakovini Gn in Gc poteka v lumnu endoplazemskega retikuluma 
(Spiropoulou, 2001). Po sintezi virusnega genoma sledi dodajanje nukleokapside 
(Hepojoki in sod., 2012). Virusni delci zorijo na membranah Golgijevega aparata 
ali na membranah gostiteljske celice (Vapalahti in sod., 2003, Ramanathan in 
sod., 2007). 
2.3 EKOLOGIJA HANTAVIRUSOV V EVROPI 
Hantavirusi se v naravi ohranjajo v trajno okuženih glodavcih in žužkojedih 
gostiteljih. Ekologija in zemljepisna razporeditev hantavirusov sta odvisni od 
zemljepisne razporeditve njihovih naravnih gostiteljev, zato so za razumevanje 
ekologije potrebne tudi raziskave prostoživečih živali. Pojavljanje in širjenje 
hantavirusov je odvisno od okolijskih dejavnikov, kot sta vreme in količina hrane v 
naravi, in antropogenih dejavnikov, ki vplivajo na ekosistem (zmanjševanje 
gozdov, razvoj poljedelstva, urbanizacija) (Mills, 2005). Epidemije HMRS 
sovpadajo s povečanjem populacij glodavcev. V Evropi se število glodavcev 
poveča v letu, ko je v gozdu večje število plodov (še posebno plodov bukve, hrasta 
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in gabra), kar sovpada z višjo poletno in jesensko temperaturo (Schwarz in sod., 
2009, Tersago in sod., 2009). Normalno sezonsko nihanje populacije glodavcev 
ne vpliva na povečano razširjanje virusa.  
Hantavirusi se med naravnimi gostitelji prenašajo z agresivnim vedenjem živali, 
slino in izločki (Hinson in sod., 2004). Okužba pri naravnih gostiteljih poteka brez 
kliničnih znakov, vendar raziskave vseeno opisujejo nekaj negativnih vplivov, kot 
so slabše preživetje gostitelja (Kallio in sod., 2006), počasnejša rast okuženih 
živali (Childs in sod., 1989, Douglass in sod., 2007) in histopatološke spremembe 
v okuženih tkivih (Yanagihara in sod., 1985). Hantavirusi so navadno tesno 
povezani z enim gostiteljem, kar se kaže tudi v koevoluciji med virusom in 
gostiteljem (Plyusnin in Morzunov, 2001). Vendar so analize pokazale, da je 
podobnost med filogenijo hantavirusov in njihovih naravnih gostiteljev verjetneje 
rezultat zamenjave gostitelja in adaptacije virusa kot pa koevolucije že od začetka 
(Ramsden in sod., 2008). Z odkritjem hantavirusov v žužkojedih gostiteljih se je 
pokazalo, da je ekologija hantavirusov še kompleksnejša, kot so sprva 
predvidevali (Ramsden in sod., 2009). 
V Evropi se hantavirusi, ki povzročajo HMRS, v naravi zadržujejo v glodavcih iz 
rodov Myodes, Microtus, Apodemus in Rattus. Odkrili so tudi hantaviruse v 
žužkojedih gostiteljih iz družin Soricidae in Talpidae, ki za zdaj še niso povezani z 
boleznijo pri ljudeh. Najbolj razširjen glodavec v Evropi je gozdna voluharica 
Myodes glareolus, ki je naravni gostitelj virusa PUU (Brummer-Korvenkontio in 
sod., 1980). Prebiva po celem kontinentu, razen v mediteranskem področju 
(Vapalahti in sod., 2003). V voluharicah Microtus arvalis in M. levis so v Rusiji 
odkrili virus Tula (TUL) (Plyusnin in sod., 1994), čigar patogenost za človeka še ni 
povsem potrjena (Klempa in sod., 2003, Mertens in sod., 2011, Zelena in sod., 
2013, Reynes in sod., 2015). Hantaviruse so odkrili tudi v podganah. Virus Seoul 
(SEO), ki so ga odkrili v podgani vrste Rattus norvegicus (Lee in sod., 1980), je 
zaradi razširjenosti gostitelja prisoten po celem svetu. 
HMRS z višjo smrtnostjo povzročajo hantavirusi iz glodavcev rodu Apodemus, ki je 
prisoten v Aziji in Evropi. Našli so štiri različne genotipe virusa DOB v treh različnih 
Resman Rus K. Proučevanje prirojenega imunskega odziva po okužbi z virusom Dobrava in 
virusom Puumala. Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2018. 
10 
 
gostiteljih. Čeprav so si genotipi med seboj na aminokislinskem nivoju podobni, so 
virusi različno patogeni za človeka (Klempa in sod., 2008, Klempa in sod., 2013a). 
Virus DOB so iz gostitelja A. flavicollis osamili leta 1992 (Avsic-Zupanc in sod., 
1992). Virus iz gostitelja A. flavicollis je opredeljen kot genotip DOB in povzroča 
hujši potek HMRS (Klempa in sod., 2013a). V gostitelju A. agrarius so odkrili dva 
genotipa virusa DOB, Kurkino in Saaremaa. Genotip Kurkino so odkrili v Rusiji in 
povzroča blažjo okužbo (Plyusnin in sod., 1999, Sibold in sod., 2001, Klempa in 
sod., 2005). Genotip Saaremaa so odkrili v Estoniji na otoku Saaremaa (Nemirov 
in sod., 1999). Molekularno še niso potrdili okužbe z genotipom Saarema, v 
celinskem delu Estonije so potrdili, da HMRS povzroča genotip Kurkino (Klempa in 
sod., 2013a). Genotip Sochi so odkrili v gostitelju A. ponticus v Rusiji ob Črnem 
morju (Klempa in sod., 2008) in prav tako povzroča hujšo obliko HMRS.  
Številne nove hantaviruse so odkrili v žužkojedih gostiteljih v Afriki in Evraziji. 
Gozdna rovka je v Evropi najbolj razširjen žužkojedi gostitelj, v njem so v Švici 
odkrili virus Seewis (SWS) (Song in sod., 2007). Virus SWS so dokazali tudi v 
drugih državah osrednje Evrope, na Češkem (Schlegel in sod., 2012), Finskem 
(Kang in sod., 2009), Madžarskem (Kang in sod., 2009), v Rusiji (Yashina in sod., 
2010), v Nemčiji (Schlegel in sod., 2012), na Slovaškem (Schlegel in sod., 2012), 
v Sloveniji (Resman in sod., 2013) in na Poljskem (Gu in sod., 2014). Za zdaj še 
niso potrdili, da bi bili hantavirusi iz žužkojedih gostiteljev patogeni za človeka 
(Klempa in sod., 2013b).  
2.4 EPIDEMIOLOGIJA  
Človek je naključni gostitelj in se s hantavirusi najpogosteje okuži z vdihavanjem 
kužnih aerosolov iz izločkov (urin, feces, slina) naravnih gostiteljev (Bi in sod., 
2008). Pokazali so, da se okužba s hantavirusi lahko prenaša tudi z ugrizom 
okužene živali (Douron in sod., 1984), medtem ko so možen prenos s človeka na 
človeka ugotovili samo pri virusu AND (Martinez in sod., 2005). Opisan je tudi 
primer prenosa virusa PUU s transfuzijo pri bolnici z levkemijo na Finskem 
(Sinisalo in sod., 2010). 
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Povečano tveganje za okužbo s hantavirusi predstavljajo dejavnosti na prostem in 
poklici, kot so gozdni delavci, kmetovalci in vojaki, pri katerih ljudje pridejo v stik z 
okuženimi glodavci (Clement in sod., 1996, Vapalahti in sod., 1999). Najpogostejši 
način okužbe je z vdihavanjem prašnih delcev s kužnimi aerosoli izločkov 
glodavcev, ki nastanejo pri pometanju ali sekanju drv v slabo prezračenih prostorih 
(Heyman in sod., 2009) (slika 2).  
 
 
Slika 2: Kroženje hantavirusov v naravi in prenos na človeka 
(https://naturalunseenhazards.wordpress.com/category/public-health/). 
Okužbe s hantavirusi se pojavljajo glede na razširjenost naravnega gostitelja. V 
Evropi in Aziji se pojavlja HMRS, medtem ko hantavirusi v Ameriki povzročajo 
HCPS (Jonsson in sod., 2010). Letno poročajo o približno 100.000 primerih HMRS 
po celem svetu. Kitajska je najbolj endemska država, kjer zabeležijo kar 70 % 
vseh primerov HMRS (Jiang in sod., 2017). Verjetno je število obolelih še višje, saj 
veliko okužb poteka tudi asimptomatsko ali z blagimi, nespecifičnimi kliničnimi 
znaki. Do danes so odkrili več kot 50 hantavirusov, od tega jih je 24 za človeka 
patogenih. Verjetno kar nekaj hantavirusov ostaja neodkritih, saj o okužbah iz 
predelov Afrike, Bližnjega vzhoda, Indije in Mongolije ne poročajo (Jiang in sod., 
2017). 
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2.4.1 EPIDEMIOLOGIJA HMRS 
Trenutno poznamo 5 hantavirusov, ki povzročajo HMRS. O okužbi s hantavirusi 
poročajo iz več evropskih držav, pri čemer se letno število obolelih razlikuje med 
državami in posameznimi leti. Letno je v Evropi več kot 3000 primerov HMRS, 
večino okužb povzroča virus PUU (Heyman in sod., 2011). Epidemije se v Evropi 
pojavljajo na 3–4 leta, kar sovpada z nihanjem populacije glodavcev.  
Virus PUU povzroča blažjo obliko HMRS, o okužbah poročajo iz večjega dela 
Evrope. Večino okužb z virusom PUU zabeležijo v evropskem delu Rusije, na 
Finskem, Švedskem in v Nemčiji, ko med epidemijami poročajo tudi o 1000 
primerih okužb (Kruger in sod., 2013, Vaheri in sod., 2013a, Kruger in sod., 2015). 
Največ primerov v Evropski uniji zabeležijo na Finskem (Heyman in sod., 2011).  
Na področju Balkana HMRS povzročata virusa PUU in DOB. Večino okužb z 
virusom DOB zabeležijo na področju Balkana, okužba povzroča hujši potek HMRS 
s 16-odstotno smrtnostjo (Avsic-Zupanc in sod., 1999). Okužbe se pojavljajo v 
Sloveniji (Avsic-Zupanc in sod., 2000), Srbiji, Črni gori (Papa in sod., 2006), 
Albaniji in Grčiji (Antoniadis in sod., 1996, Papa in sod., 1998), na Hrvaškem 
(Markotic in sod., 2002) in v Bolgariji (Papa in Christova, 2011). Okužba z DOB-
Kurkino povzroča blažjo obliko HMRS. O primerih pri ljudeh poročajo iz Rusije, 
Nemčije, Slovaške in Slovenije (Sibold in sod., 1999, Sironen in sod., 2005, 
Klempa in sod., 2008, Korva in sod., 2013a). V evropskem delu Rusije poročajo o 
okužbi z DOB-Sochi, ki povzroča hujšo obliko HMRS (Klempa in sod., 2008).  
O okužbah z virusom TUL poročajo s Češke, Švice, Nemčije in Francije, vendar 
patogenost virusa TUL še ni neizpodbitno dokazana (Vapalahti in sod., 1996, 
Schultze in sod., 2002, Klempa in sod., 2003, Reynes in sod., 2015). 
S seroepidemiološkimi študijami so pokazali okužbe s hantavirusi v Italiji (Kallio-
Kokko in sod., 2006), Latviji (Lundkvist in sod., 2002), Litvi (Sandmann in sod., 
2005), Španiji (Lledo in sod., 2003) in v Veliki Britaniji (McCaughey in Hart, 2000).   
V Aziji večino okužb povzročita virus HTN, s 15 % smrtnostjo in virus SEO, ki 
povzroča okužbo z blažjo klinično sliko in ima 1–2 % smrtnost. S Koreje poročajo 
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o 300–500 primerih HMRS letno, z 1–4-odstotno smrtnostjo, kar 35 % obolelih se 
ukvarja s kmetijstvom (Lee in sod., 2013, Noh in sod., 2013). S Kitajske poročajo o 
več kot 77.000 primerih HMRS med letoma 2006 in 2012 z 1-odstotno smrtnostjo 
(Zhang in sod., 2014) (slika 3).  
2.4.2 EPIDEMIOLOGIJA HCPS 
Po izbruhu HCPS leta 1993 v ZDA so okužbo s hantavirusi potrdili tudi v Južni 
Ameriki v Argentini, Boliviji, Braziliji, Kanadi, Čilu, Panami, Paragvaju in Urugvaju 
(Avsic-Zupanc in sod., 2015). V ZDA večino obolenj povzroča virus SN, v Južni 
Ameriki pa virus AND. Od leta 1993 so potrdili okrog 4000 primerov HCPS v obeh 
Amerikah (Kruger in sod., 2015). Iz Argentine poročajo o 100–200 primerih HCPS 
letno. V letu 2013 so v Čilu potrdili 837 primerov HCPS, s smrtnostjo 36 % (Jiang 
in sod., 2017) (slika 3).   
 
 
Slika 3: Zemljepisna predstavitev incidence HCPS in HMRS po državah na leto (podatki do leta 
2016) (Jiang in sod., 2017). 
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2.4.3 OKUŽBE S HANTAVIRUSI V AFRIKI 
V zadnjih letih so v Afriki odkrili več kot 10 novih hantavirusov, ki so povezani z 
glodavci, rovkami in netopirji (Kruger in sod., 2015). Prvi serološki dokaz o okužbi 
s hantavirusi pri ljudeh in glodavcih so pridobili v Afriki leta 1984 (Gonzalez in sod., 
1984). Serološki dokaz okužbe s hantavirusi so potrdili tudi v Senegalu (Saluzzo in 
sod., 1985), Nigeriji (Tomori in sod., 1986), Egiptu (Botros in sod., 2004) in Gvineji 
(Klempa in sod., 2010). Okužbe s hantavirusi v Afriki so verjetno podcenjene. K 
temu pripomore tudi to, da ni primernih antigenov za hantaviruse iz afriških 
glodavcev, rovk in netopirjev (Kruger in sod., 2015).  
2.5 HMRS V SLOVENIJI 
V Sloveniji je bilo do danes dokazanih 5 hantavirusov: virus DOB v rumenogrli miši 
(Avsic-Zupanc in sod., 1992, Avsic-Zupanc in sod., 2000), virus PUU v gozdni 
voluharici (Avsic-Zupanc in sod., 2007), virus DOB-Kurkino v dimasti miši (Avsic-
Zupanc in sod., 2000, Korva in sod., 2013a), virus TUL v poljski voluharici (Korva 
in sod., 2009) in virus SWS v gozdni rovki (Resman in sod., 2013).  
Virus DOB je najbolj razširjen hantavirus v Sloveniji in povzroča hud potek HMRS, 
s 16-odstotno smrtnostjo (Avsic-Zupanc in sod., 1999). V Sloveniji so prisotne 3 
filogenetske linije virusa DOB (Korva in sod., 2013a), največ primerov bolezni se 
pojavlja v ljubljanski regiji in na Dolenjskem (Avsic-Zupanc in sod., 2000). V 
Sloveniji je prisoten tudi genotip DOB-Kurkino, ki povzroča blažjo obliko HMRS kot 
genotip DOB (Korva in sod., 2013a). Največ primerov HMRS v Sloveniji povzroči 
okužba z virusom PUU. V Sloveniji so prisotne 3 filogenetske linije virusa PUU 
(Korva in sod., 2013a). Virus PUU se pojavlja v goriški, notranjsko-kraški, 
jugovzhodni, pomurski regiji in na Pohorju (Avsic-Zupanc in sod., 2007).  
Virus TUL so v Sloveniji dokazali v treh gostiteljih: poljski voluharici (M. arvalis), 
travniški voluharici (M. agrestis) in vrtni voluharici (M. subterraneus) (Korva in 
sod., 2009). Čeprav naj bi bil virus TUL potencialno patogen za človeka (Klempa 
in sod., 2003), v Sloveniji do sedaj ni potrjenih primerov okužbe z virusom TUL 
(Korva in sod., 2013a). V Sloveniji je prisoten tudi hantavirus SWS, ki se v naravi 
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zadržuje v gozdni rovki. Genetska raznolikost virusa SWS v Sloveniji je zelo 
visoka (do 14 % na nukleotidnem nivoju), najbolj pa je soroden virusu SWS iz 
Madžarske, kar potrjuje zemljepisno raznolikost hantavirusov (Resman in sod., 
2013). Virus SWS je v Sloveniji dokazan samo v naravnem gostitelju (Korva in 
sod., 2013a, Resman in sod., 2013). 
Prvi primer HMRS so v Sloveniji zabeležili leta 1954 (Radosevic in Mohacek, 
1954). Do oktobra leta 2017 je bilo v Sloveniji potrjenih 631 primerov HMRS, od 
tega je bilo 480 bolnikov okuženih z virusom PUU, 147 z virusom DOB, pri 4 
bolnikih pa je bila potrjena okužba z genotipom DOB-Kurkino (slika 4). Večina 
primerov HMRS se pojavi od aprila do septembra. Bolezen je prisotna po celi 
Sloveniji, največ bolnikov je iz endemičnih regij: Ljubljana z okolico, Dolenjska, 
Prekmurje in Pohorje. Letno je v Sloveniji potrjenih približno 10 bolnikov s HMRS. 
Največja epidemija je bila leta 2012, ko je bilo potrjenih 188 primerov HMRS 
(Kraigher in sod., 2012).  
 
Slika 4: Zemljepisna razporeditev potrjenih bolnikov s HMRS v Sloveniji. Z modro so označeni 
bolniki, okuženi z virusom DOB, z rdečo bolniki, okuženi z virusom PUU, in z zeleno bolniki, 
okuženi z virusom DOB-Kurkino. 
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2.6 PATOGENEZA HANTAVIRUSOV 
Ker so hantavirusi omejeni na specifičnega naravnega gostitelja, pri katerem ne 
povzročijo kliničnih znakov bolezni, je težko postaviti primeren živalski model za 
proučevanje njihove patogeneze. Za proučevanje virusov, ki povzročajo HCPS, 
uporabljajo kot živalski model sirskega hrčka (Safronetz in sod., 2012). Opice 
makake uporabljajo za proučevanje virusov, ki povzročajo HMRS in HCPS 
(Klingstrom in sod., 2005, Sironen in sod., 2008, Safronetz in sod., 2014). Pred 
kratkim so pokazali, da se za proučevanje patogeneze hantavirusov lahko 
uporabljajo tudi miši s kombinirano imunsko pomanjkljivostjo (SCID; angl. severe 
combined immunodeficiency), ki imajo dodan človeški levkocitni antigen (HLA) 
(Kobak in sod., 2015). Še vedno pa znanstveniki največ podatkov o patogenezi 
hantavirusov pridobijo iz kliničnih vzorcev bolnikov in vzorcev naravnih gostiteljev 
ter z in vitro poskusi na celičnih kulturah (Ermonval in sod., 2016). 
Glavna patološka sprememba pri okužbi s hantavirusi je podobno kot pri drugih 
virusih, ki povzročajo krvavitve, povečana žilna prepustnost. Hantavirusi se 
pomnožujejo v endotelijskih celicah in nimajo vidnega citopatskega učinka na 
celice, vplivajo pa na celične stike (Mackow in Gavrilovskaya, 2009). Poznana sta 
dva mehanizma, ki vplivata na povečano žilno prepustnost; povečano izločanje 
citokina vaskularnega endotelijskega rastnega faktorja A (VEGF-A) (Mackow in 
Gavrilovskaya, 2009) in sproščanje bradikinina (Taylor in sod., 2013). Povečana 
žilna prepustnost vpliva na značilne klinične znake, kot so hipotenzija, 
abdominalne bolečine, ekstravazacijo tekočine v alveolarne prostore in pljučni 
edem, ki je lahko prisoten pri HMRS in HCPS (Zaki in sod., 1995, Kanerva in sod., 
1998, Vaheri in sod., 2013b).  
2.6.1 REGULACIJA INTERFERONSKEGA ODZIVA 
Interferoni tipa I (IFNα/β) so citokini, ki se izločajo kot odziv na virusno okužbo in 
imajo pomembno vlogo pri nadzorovanju virusnega pomnoževanja. Za uspešno 
pomnoževanje v celicah patogeni virusi zaobidejo odziv IFN (Seth in sod., 2006). 
Viruse prepoznavajo membranski tollu podobni receptorji (TLR) in znotrajcelične 
helikaze (RIG-I – z retinojsko kislino inducibilen gen I; angl. retionic acid inducible 
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gene I in MDA5 – z diferenciacijo melanoma povezan antigen 5; angl. melanoma 
differentiation-associated antigen 5), kar sproži signalne kaskade in aktivira 
transkripcijske faktorje (Yoneyama in sod., 2004, Meylan in Tschopp, 2006). Za 
transkripcijo IFNβ je potrebna aktivacija transkripcijskih faktorjev interferon 
regulatornega faktorja 3 (IRF-3) in nuklearnega faktorja κB (NFκB) (Fitzgerald in 
sod., 2003). Sproščen IFNβ se veže na receptor za IFN (IFNAR) in aktivira 
signalno pot JAK/STAT (Janus kinaze ter signalnega prenašalca in aktivatorja 
transkripcije) (Rani in Ransohoff, 2005). Aktivacija transkripcijskega faktorja STAT 
sproži nadaljnjo signalno pot, ki vodi v prepisovanje različnih genov, ki se 
stimulirajo z IFN (ISG) (Darnell in sod., 1994) (slika 5). ISG imajo pomembno 
vlogo pri zaviranju virusnega pomnoževanja (Seth in sod., 2006).   
 
Slika 5: Signalne poti pri aktivaciji IFN tipa I (Haller in sod., 2006). 
 
Za uspešno pomnoževanje virusa v celicah so hantavirusi razvili različne 
mehanizme, s katerimi vplivajo na signalne poti v IFN odzivu, saj IFN tipa I 
zavirajo pomnoževanje hantavirusov (Nam in sod., 2003, Khaiboullina in sod., 
2005, Alff in sod., 2006). Patogeni hantavirusi HTN, SN, NY-1 in AND zgodaj po 
okužbi inducirajo zelo šibak imunski odziv in se zato uspešno pomnožujejo v 
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endotelijskih celicah (Geimonen in sod., 2002, Alff in sod., 2006). Nepatogen 
hantavirus PH stimulira nastanek IFN in številnih ISG, kar prepreči nadaljnje 
pomnoževanje virusa v endotelijskih celicah (Geimonen in sod., 2002). Virus TUL, 
pri katerem patogenost še ni povesem potrjena, se uspešno pomnožuje v 
endotelijskih celicah, kar kaže na to, da regulacija IFN odziva ni nujni pogoj za 
patogenost hantavirusa (Matthys in sod., 2011, Matthys in Mackow, 2012).  
Patogeni hantavirusi s citoplazemskim repom beljakovine Gn (Gn-T) vplivajo na 
signalne poti IRF3 in NFκB ter tako zavirajo nastajanje IFN (Geimonen in sod., 
2002, Alff in sod., 2006, Spiropoulou in sod., 2007, Alff in sod., 2008, Matthys in 
sod., 2011). Gn-T patogenih virusov NY-1 in AND zavira indukcijo IFN na nivoju 
kompleksa TBK1 (Alff in sod., 2006, Alff in sod., 2008), medtem ko Gn-T virusa PH 
s TBK1 posredovano aktivacijo ne zavira IRF3 in NFκB. Ugotovili so, da aktivacijo 
IRF3 in NFκB zavira tudi virus TUL, kar kaže na to, da regulacija IFN ni omejena 
samo na patogene hantaviruse (Alff in sod., 2006, Alff in sod., 2008, Matthys in 
Mackow, 2012).  
Pri različnih hantavirusih na zgodnjo aktivacijo in odziv IFN vplivajo tudi različne 
virusne beljakovine. Beljakovina N virusov HTN, SEO in DOB inhibira NFκB, 
medtem ko beljakovina N virusov PUU, AND in SN NFκB aktivira (Taylor in sod., 
2009a, Taylor in sod., 2009b). Na regulacijo IFN vpliva tudi nestrukturna 
beljakovina (NS) virusov iz družine Arvicolinae. Beljakovina NS virusov TUL in 
PUU inhibira IFNβ, vendar je inihibicija samo 10–30-odstotna (Jaaskelainen in 
sod., 2007). Glikoprotein virusov AND in PH zavira translokacijo STAT-1 v jedro, 
razlika v patogenosti je pri aktivaciji IRF3, saj patogen AND zavira aktivacijo IRF3 
(Spiropoulou in sod., 2007). Na odziv IFN pri virusu AND vplivata beljakovina N in 
glikoprotein, kar kaže na to, da ima posamezen virus različne mehanizme, s 
katerimi se izogne imunskemu odzivu (Levine in sod., 2010).  
Hantavirusi vplivajo tudi na aktivacijo transkripcijskih faktorjev IRF7, IRF1 in IRF9. 
Transkripcijska aktivnost teh faktorjev je nižja pri nepatogenem hantavirusu PH kot 
pri patogenem virusu SN (Khaiboullina in sod., 2004, Khaiboullina in sod., 2005).  
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Pomembno protivirusno vlogo ima ISG MxA. Njegova aktivacija je odvisna od 
celičnega tipa in vpliva na pomnoževanje hantavirusov v celici. Izražanje gena 
MxA je regulirano z IFN tipa I in IFN tipa III (Holzinger in sod., 2007). Aktivacije 
MxA pri celicah VERO E6 niso zaznali, medtem ko so MxA zaznali 24 ur po okužbi 
celic HUVEC z virusom AND (Khaiboullina in sod., 2005). MxA se veže na virusno 
beljakovino N in nastali kompleks MxA/beljakovina N zavira virusno pomnoževanje 
(Kochs in sod., 2002, Khaiboullina in sod., 2005).  
 
2.6.2 REGULACIJA CELIČNEGA ODZIVA 
IFN tipa I, ki nastanejo po prepoznavanju virusne RNA s celičnimi receptorji, 
vplivajo na aktivacijo celic prirojenega in pridobljenega imunskega sistema 
(Matthys in Mackow, 2012). Različni citokini, sproščeni iz celic prirojenega 
imunskega odziva, in izpostavljeni ligandi na okuženih celicah, aktivirajo celice NK 
in spodbudijo njihovo citotoksičnost ter produkcijo citokinov. IFN tipa I aktivirajo 
citotoksičnost celic NK, medtem ko je IL-12 pomemben za produkcijo IFN-γ, IL-15 
pa za njihovo proliferacijo (Orange in Biron, 1996, Nguyen in sod., 2002). Celice 
NK pri virusni okužbi ubijejo tarčne celice s sproščanjem citolitičnih granul ter 
izločajo IFN-γ, ki ima neposreden protivirusni učinek (Lee in sod., 2007). Pri 
bolnikih, okuženih z virusom PUU, so opazili povečano aktivacijo in proliferacijo 
celic NK (Bjorkstrom in sod., 2011, Braun in sod., 2014). Patogenezo HMRS in 
HCPS povezujejo s citotoksičnim odzivom celic NK in povečanim odzivom 
citotoksičnih celic T, saj naj bi propad s hantavirusi okuženih endotelijskih celic 
pripomogel k povečani žilni prepustnosti (Bjorkstrom in sod., 2011, Lindgren in 
sod., 2011, Terajima in Ennis, 2011). Citotoksične celice T so prevladujoč celični 
tip v infiltratih v ledvicah pri okužbah z virusom PUU in v pljučih pri smrtnih 
primerih HCPS (Zaki in sod., 1995, Kanerva in sod., 1998). Na lokalni imunski 
odgovor v pljučih kažejo tudi rezultati biopsije endobronhialne sluznice, saj so našli 
pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, povečano število citotoksičnih celic T in celic 
T-pomagalk (Rasmuson in sod., 2011b).  
Hantavirusi pri naravnih gostiteljih povzročijo trajno okužbo (Meyer in Schmaljohn, 
2000), saj je prisotnih več regulatornih celic T (Treg), ki zavirajo delovanje vnetnih 
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in efektorskih celic T (Easterbrook in sod., 2007). Pri bolnikih s HMRS na 
Kitajskem (Zhu in sod., 2009) in HCPS bolnikih (Abel Borges in Figueiredo, 2008) 
je populacija Treg znižana. Nasprotno pa so ugotovili, da je močnejši regulatorni 
odziv povezan s hudim potekom bolezni po okužbi z virusom PUU (Koivula in 
sod., 2014). 
Novejši rezultati kažejo na to, da patogeneza HMRS in HCPS ni neposredno 
povezana s citotoksičnimi limfociti, saj so ugotovili, da hantavirusna beljakovina N 
inhibira grancim B in kaspazo 3, kar prepreči s citotoksičnimi limfociti inducirano 
apoptozo okuženih endotelijskih celic (Gupta in sod., 2013). Povečana žilna 
prepustnost pri HMRS in HCPS je bolj verjetno povezana s citokini, ki jih sproščajo 
celice T. Celice T posredujejo odstranjevanje virusa, vendar intenziven odziv celic 
T sproži povišane koncentracije citokinov (Terajima in Ennis, 2011). Pri bolnikih, 
okuženih z virusom DOB ali virusom PUU, je povišana koncentracija IL-10, IFN-γ 
in TNF-α, pri čemer je nivo IL-10 in TNF-α višji pri bolnikih s hudim potekom 
bolezni (Saksida in sod., 2011). Višji nivo vnetnih citokinov v primerjavi s 
koncentracijo regulatornih citokinov pripomore k patogenezi HMRS (Jonsson in 
sod., 2010).  
Spominske celice T nastanejo v konvalescentni fazi HMRS (Tuuminen in sod., 
2007) in ostanejo prisotne še več let po okužbi z virusoma PUU in AND (Van Epps 
in sod., 2002, Manigold in sod., 2010). Specifična protitelesa proti hantavirusom 
ostanejo prisotna celo življenje in varujejo pred ponovnimi okužbami (Vaheri in 
sod., 2013b). Visok nivo nevtralizacijskih protiteles je v akutni fazi po okužbi z 
virusoma SN in AND povezan z blažjim izidom bolezni (Valdivieso in sod., 2006).  
2.6.3 HANTAVIRUSI PRI NARAVNIH GOSTITELJIH 
Naravni gostitelji hantavirusov so glodavci, rovke, krti in netopirji (Guo in sod., 
2013). Okužba pri naravnih gostiteljih je kronična in skoraj asimptomatska (Meyer 
in Schmaljohn, 2000). Hantavirusi, ki se prenašajo z glodavci, so vezani na 
določenega gostitelja in pri prenosu virusa na drugo vrsto sproži nastanek 
protiteles in odstranitev virusa (Spengler in sod., 2013).   
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S proučevanjem imunskega odziva pri naravnih gostiteljih so ugotovili, da po 
okužbi s hantavirusi nastanejo nevtralizacijska protitelesa, vendar je vnetni odziv 
utišan, saj ni citotoksičnih celic T, ampak je prisotnih več Treg, ki izločajo protivnetni 
citokin transformni rastni faktor β (TGFβ1) (Easterbrook in Klein, 2008). Protivnetni 
odziv je povezan s trajno okužbo podgan z virusom SEO (Easterbrook in sod., 
2007) in miši Peromyscus maniculatus z virusom SN (Schountz in sod., 2007). 
Nižji nivo vnetnih citokinov, kot je TNF, je povezan s trajno okužbo naravnega 
gostitelja z virusom PUU. Ugotovili so, da je pri voluharicah na Finskem, kjer je 
največ okužb z virusom PUU v Evropi, izražanje TNF nižje kot pri živalih iz 
osrednje Evrope, kjer je virus manj endemičen (Guivier in sod., 2010).  
V nasprotju z naravnimi gostitelji hantavirusi pri ljudeh aktivirajo naravni imunski 
odziv in povečajo izločanje IFNβ in ISG (Matthys in Mackow, 2012). Te razlike 
kažejo na to, da receptorji na celicah naravnih gostiteljev ne prepoznavajo 
hantavirusov ali pa so inhibirani s še neznanim mehanizmom (Vaheri in sod., 
2013b).  
2.7 KLINIČNA SLIKA HMRS 
Okužba s hantavirusi vpliva na ledvično, srčno in pljučno funkcijo, na centralni 
živčni sistem in endokrini sistem. Hantavirusi povzročajo dva klinična sindroma: 
HMRS v Evropi in Aziji ter HCPS v Ameriki. Pri HMRS so prizadete večinoma 
kapilare v ledvicah, medtem ko so pri HCPS prizadete kapilare v pljučih. Kronična 
okužba s hantavirusi še ni bila opisana (Vaheri in sod., 2013a, Vaheri in sod., 
2013b). Bolezenski znaki so posledica neposrednega vpliva virusa na endotelijske 
celice in imunopatologije, ki je posledica odgovora prirojenega in pridobljenega 
imunskega sistema na virus (Vaheri in sod., 2013b).  
Potek HMRS je lahko zelo različen, od blage oblike bolezni brez specifičnih 
kliničnih znakov do težke oblike bolezni, ki se lahko konča s smrtnim izidom 
(Vaheri in sod., 2013b). Na potek bolezni vpliva tudi genetska predispozicija 
posameznika, saj so določeni HLA-haplotipi pogosteje prisotni pri bolnikih s hudim 
potekom bolezni (Mustonen in sod., 1996, Plyusnin in sod., 1997, Makela in sod., 
2002, Korva in sod., 2011).  
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Klasično razdelimo HMRS na 5 faz: febrilno, hipotenzivno, oligurično, poliurično in 
fazo okrevanja (Vapalahti in sod., 2003), vendar pa je predvsem pri bolnikih z 
blažjim potekom bolezni faze težko ločiti. Najpogostejši klinični znaki pri HMRS so: 
vročina, mrzlica, glavobol, bolečine v križu, abdominalne bolečine, slabost in 
bruhanje. Lahko se pojavijo tudi motnje vida in krvavitve (Vapalahti in sod., 2003). 
Vpliv okužbe na ledvično funkcijo se kaže s proteinurijo, hematurijo in akutno 
odpovedjo ledvic (anurija, oligurija). Okrevanje je dolgotrajno in traja več tednov ali 
celo mesecev. Dolgoročne posledice okužbe s hantavirusi so lahko različne 
nefrološke, endokrinološke in srčno-žilne bolezni (Vaheri in sod., 2013a). 
Hormonska pomanjkljivost ščitnice in spolnih hormonov, ki se pojavi med akutno 
okužbo z virusom PUU, je prisotna pri 17 % bolnikov še 5 let po akutni bolezni 
(Makela in sod., 2010). Ledvična funkcija se po akutni hantavirusni okužbi popravi, 
vendar je povečana tubularna proteinurija lahko prisotna še več let po akutni 
okužbi z virusoma DOB in PUU (Miettinen in sod., 2011). Okužba z virusom PUU 
lahko vpliva tudi na razvoj hipertenzije (Makela in sod., 2000, Tulumovic in sod., 
2010) in drugih srčno-žilnih bolezni, kot je miokardni infarkt (Vaheri in sod., 
2013a).    
Virus DOB v primerjavi z virusom PUU povzroča hudo obliko HMRS, zato so pri 
bolnikih, okuženih z virusom DOB, pogostejše hemoragične manifestacije, 
plevralni izliv, šok, huda trombocitopenija, višji nivo kreatinina in alanin 
aminotransferaze (Avsic-Zupanc in sod., 1999). Zaradi akutne odpovedi ledvic 
potrebuje dializno zdravljenje do 6 % bolnikov, okuženih z virusom PUU 
(Mustonen in sod., 1994), in 16–48 % bolnikov, okuženih z virusom DOB (Avsic-
Zupanc in sod., 1999). V akutni fazi bolezni se lahko pri bolnikih, okuženih z 
virusoma DOB in PUU, pojavijo znaki, kot so meningoencefalitis, šok, pljučni 
edem, razširjena intravaskularna koagulopatija, hude krvavitve in odpoved 
organov. Zaradi hudih kliničnih znakov bolezni bolniki potrebujejo intenzivno nego 
in dolgo bolnišnično zdravljenje (Vaheri in sod., 2013a). Smrtnost je pri okužbi z 
virusom PUU nizka, 0,08–0,4 % (Hjertqvist in sod., 2010). Pri okužbi z virusom 
DOB je smrtnost do 12-odstotna (Avsic-Zupanc in sod., 1999, Vapalahti in sod., 
2003) in pri bolnikih, okuženih z DOB-Sochi okrog 6-odstotna (Klempa in sod., 
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2013a). Pri okužbi z genotipom DOB-Kurkino je smrtnost nižja, 0,3–0,9 % (Klempa 
in sod., 2008, Klempa in sod., 2013a).  
HCPS je akutna bolezen s pljučno prizadetostjo, pogost je nastanek pljučnega 
edema in kardiogeni šok (Duchin in sod., 1994). Hemoragični znaki in prizadetost 
ledvic nista pogosta pri okužbi z virusom SN v Severni Ameriki, vendar pa so 
pogosti pri HCPS v Južni Ameriki (Simpson in sod., 2010). Opisani klinični znaki 
pri hudem poteku HMRS so podobni znakom pri HCPS, kar kaže na to, da sta si 
sindroma podobna in verjetno okužba s hantavirusi povzroča samo eno bolezen 
(Rasmuson in sod., 2011a, Clement in sod., 2012).  
2.7.1 ZDRAVLJENJE IN PREPREČEVANJE HANTAVIRUSNIH OKUŽB 
Za HMRS in HCPS še ni odobrenih specifičnih zdravil, zato je zdravljenje 
simptomatsko in podporno. Pri bolnikih s hudim potekom HMRS je treba spremljati 
ravnovesje tekočin in elektrolitov, diurezo in funkcijo ledvic. Bolniki, ki imajo hudo 
okvaro ledvične funkcije, potrebujejo dializno zdravljenje. Pri hudi trombocitopeniji 
in obsežnih krvavitvah je potrebna transfuzija. Bolniki s hudo obliko HCPS pogosto 
potrebujejo mehansko ventilacijo.  
Za zdravljenje HMRS na Kitajskem uporabljajo ribavirin, ki ima protihantavirusno 
učinkovitost (Huggins in sod., 1986). Če je apliciran dovolj zgodaj po okužbi, 
zmanjša pogostost hemoragičnih manifestacij, ledvične odpovedi in oligurije pri 
bolnikih, okuženih z virusom HTN (Huggins in sod., 1991, Rusnak in sod., 2009). 
Na Finskem so dva bolnika, ki sta imela hud potek okužbe z virusom PUU, 
uspešno zdravili z zaviralcem bradikininskih receptorjev ikatibantom (Antonen in 
sod., 2013, Laine in sod., 2015). 
V Evropi in Ameriki še ni registriranih cepiv za preprečevanje hantavirusnih okužb. 
V razvoju so molekularna cepiva. Dva ločena DNA plazmida nosita zapis za 
glikoprotein virusa HTN in PUU ter obetata zaščito proti hantavirusom v Evropi in 
Aziji, saj spodbudita nastanek nevtralizirajočih protiteles proti virusom DOB, HTN, 
PUU in SEO (Schmaljohn in sod., 2014). V Koreji in na Kitajskem je v uporabi 
cepivo Hantavax, ki je pridobljeno z virusom HTN, inaktiviranim s formalinom. 
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Cepivo je v uporabi samo v Aziji, vendar so za učinkovito zaščito potrebna 
pogosta oživitvena cepljenja (Cho in Howard, 1999). 
2.7.2 NAPOVEDNI DEJAVNIKI ZA HUD POTEK OKUŽBE S HANTAVIRUSI 
Viremija je odvisna od specifičnega hantavirusa. Bolniki, okuženi z virusi, ki 
povzročajo hujšo obliko bolezni, kot so virusi HTN, DOB, SN in AND, imajo višje 
virusno breme kot bolniki, okuženi z virusom PUU, ki povzroča blažjo obliko 
bolezni. Visoko virusno breme na začetku bolezni je lahko pokazatelj hujšega 
poteka HMRS in HCPS (Xiao in sod., 2006, Saksida in sod., 2008, Korva in sod., 
2013b). Pri bolnikih s HMRS so odkrili tudi nekatere dejavnike, ki so povezani s 
hudim potekom bolezni. Pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, je s hudim potekom 
bolezni povezan višji nivo dejavnikov IL-6 (Outinen in sod., 2010), pentraksin-3 
(Outinen in sod., 2012), idoleamin 2,3-dioksigenaza (Outinen in sod., 2011), 
GATA-3 mRNA (Libraty in sod., 2012) in Mac-2 vezavni protein (Vaheri in sod., 
2013a). Provnetni protein visoko-mobilne skupine B1 (HMGB1; angl. High Mobility 
Group Box 1) ima vlogo pri sepsi (Sunden-Cullberg in sod., 2005), hemoragičnem 
šoku (Yang in sod., 2006) in virusnih boleznih (Nowak in sod., 2007, Borde in sod., 
2011, Ito in sod., 2011). HMGB1 je uporaben dejavnik pri prognozi hujše oblike 
bolezni po okužbi z virusom Denga in korelira s povečano žilno prepustnostjo 
(Allonso in sod., 2012, Allonso in sod., 2013). Vloga HMGB1 pri HMRS v literaturi 
do sedaj še ni bila opisana.  
2.8 LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA HMRS 
Diagnoza HMRS in HCPS temelji na kliničnih in epidemioloških podatkih ter 
laboratorijskih testih. Za potrditev diagnoze so nujno potrebna tudi laboratorijska 
testiranja, saj so še posebno pri bolnikih z blagim potekom bolezni bolezenski 
znaki nespecifični, prav tako pa so na istem endemskem področju prisotni različni 
hantavirusi (Kruger in sod., 2015). 
Občutljivi diagnostični testi temeljijo na dokazovanju specifičnih protiteles ali 
hantavirusnega genoma (Kruger in sod., 2015). V rutinski diagnostiki najpogosteje 
uporabljajo encimsko-imunski test (EIA, angl. enzyme immuno assay), s katerim 
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dokazujemo specifična protitelesa razredov IgM in IgG, ki so ob pojavu kliničnih 
znakov prisotna pri 95 % bolnikov (Vaheri in sod., 2013a). Protitelesa razreda IgM 
se pojavijo v prvih dneh po okužbi in izginejo v nekaj mesecih po okužbi, medtem 
ko so protitelesa razreda IgG prisotna celo življenje (Niklasson in Kjelsson, 1988, 
Kruger in sod., 2015). Z metodo posredne imunofluorescence (IFA, angl. 
immunofluorescent assay) določamo zgodnja protitelesa razreda IgG proti 
beljakovini N (Vaheri in sod., 2013a). V Aziji, Evropi in Severni Ameriki uporabljajo 
komercialne imunokromatografske teste, s katerimi določamo protitelesa razreda 
IgM (Hujakka in sod., 2003). Ti testi so hitri in enostavni za uporabo (Vaheri in 
sod., 2013a).  
Z omenjenimi testi ne moremo tipizirati virusne okužbe, saj protitelesa proti 
različnim hantavirusom navzkrižno reagirajo (Schilling in sod., 2007). Navzkrižna 
reakcija je še posebej prisotna pri skupini hantavirusov iz voluharic (virus PUU in 
TUL) in znotraj skupine hantavirusov iz miši in podgan (virus HTN, DOB in SEO) 
(Vaheri in sod., 2013a). Tip hantavirusne okužbe lahko določimo z 
nevtralizacijskim testom redukcije plakov (PRNT, angl. Plaque Reduction 
Neutralization Test), vendar je test časovno zamuden, zahteva laboratorij tretje 
stopnje biološke varnosti in tehnično usposobljeno osebje, zato v zadnjem času za 
tipizacijo hantavirusov večinoma uporabljajo molekularne metode (Kruger in sod., 
2015). Najhitrejša je metoda verižne reakcije s polimerazo z reverzno 
transkriptazo v realnem času (RT-PCR, angl. reverse transcription polymerase 
chain reaction). Metoda je hitra in občutljiva, omogoča določitev višine virusnega 
bremena v različnih kliničnih vzorcih, in sicer že od prvega dne po pojavu kliničnih 
znakov. Metoda RT-PCR je uporabna predvsem v obdobjih epidemij, ko je zaradi 
večje pozornosti več bolnikov v zgodnji fazi bolezni, ko v vzorcih še ni prisotnih 
protiteles razreda IgM (Evander in sod., 2007, Saksida in sod., 2008, Kruger in 
sod., 2015). Vendar so molekularne metode uporabne samo v času viremije. 
Švedska raziskava je pokazala, da so virusno RNA uspešno dokazali pri 87,7 % 
bolnikov, okuženih z virusom PUU (Lagerqvist in sod., 2016). V Sloveniji je z 
metodo RT-PCR potrjenih 95,7 % bolnikov s HMRS (neobjavljeni podatki).  
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3 PREISKOVANCI IN METODE 
3.1 PREISKOVANCI 
V raziskavo smo vključili bolnike s HMRS, ki so se med leti 2000 in 2015 
bolnišnično zdravili v Sloveniji. Okužbo s hantavirusi smo pri vseh bolnikih potrdili 
z dokazom specifičnih protiteles proti virusu DOB ali virusu PUU. Za vse vključene 
bolnike smo pridobili popise zdravljenja in jih na podlagi laboratorijskih in kliničnih 
parametrov razdelili v skupine. Vključitveni pogoji so bili postavljeni v predhodnih 
raziskavah (Kuzman in sod., 2003, Saksida, 2008). Bolnike smo glede na potek 
bolezni razdelili v dve skupini: bolnike s hudim potekom in bolnike z blagim 
potekom bolezni. Pri bolnikih, okuženih z virusom DOB, smo v skupino s hudim 
potekom bolezni razvrstili bolnike, ki so potrebovali dializno zdravljenje, imeli hudo 
trombocitopenijo (< 50 × 109/L) in pri katerih sta bila prisotna vsaj dva od 
naslednjih kazalcev: krvavitve, oligurija/anurija ali 4-krat povišana vrednost 
serumskega kreatinina in/ali sečnine glede na normalno vrednost. Pri bolnikih, 
okuženih z virusom PUU, smo v skupino s hudim potekom bolezni razvrstili 
bolnike, ki so potrebovali dializno zdravljenje ali pa sta bila prisotna vsaj dva od 
naslednjih kazalcev: huda trombocitopenija (< 50 × 109/L), krvavitve, 
oligurija/anurija ali 3-krat povišana vrednost serumskega kreatinina in/ali sečnine 
glede na normalno vrednost.  
Skupno smo v raziskavo vključili 83 bolnikov s HMRS, od tega 30 okuženih z 
virusom DOB in 53 okuženih z virusom PUU. V raziskavo je bilo vključenih 17 
bolnikov, okuženih z virusom DOB, ki so imeli hud potek okužbe, in 13 bolnikov, ki 
so imeli blag potek bolezni. Med bolniki, okuženimi z virusom PUU, je bilo 23 
bolnikov, ki so imeli hud potek okužbe, in 30 bolnikov, ki so imeli blago obliko 
bolezni. 
Dodatno smo v raziskavo vključili 69 zdravih prostovoljcev. Iz vzorcev 8 zdravih 
prostovoljcev smo pridobili PBMC, ki smo jih stimulirali v prvem delu raziskave. 
Serume, pridobljene iz 61 zdravih prostovoljcev, smo vključili v tretjem delu 
raziskave kot kontrolno skupino.  
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3.2 METODE DELA 
3.2.1 DOLOČANJE SPECIFIČNIH PROTITELES PROTI VIRUSU DOB IN 
VIRUSU PUU 
Za dokazovanje specifičnih protiteles proti virusu DOB in virusu PUU smo uporabili 
že uveljavljene metode posredne imunofluorescence (IFA) in encimsko-imunskih 
testov (ELISA) (Korva, 2011). 
3.2.1.1 Metoda posredne imunofluorescence za določanje specifičnih 
protiteles IgG proti virusu DOB in virusu PUU 
Z metodo IFA smo dokazali protitelesa IgG v serumih bolnikov s HMRS. 
Specifična protitelesa iz bolnikovega seruma se najprej vežejo z virusnim 
antigenom, ki je pritrjen na predmetnik. Imunskemu kompleksu dodamo s 
fluorokromom označena sekundarna protitelesa, ki prepoznajo primarna, 
bolnikova protitelesa. Nastali sekundarni imunski kompleks opazujemo z 
mikroskopom. Rezultate testiranja izrazimo s titrom protiteles.  
Uporabili smo predmetna stekelca s pritrjenimi antigeni virusa DOB in virusa PUU. 
Serume bolnikov smo redčili s fosfatnim pufrom in jih nanesli na predmetna 
stekelca z antigenom v razmerjih 1 : 16, 1 : 32, 1 : 64, 1 : 128, 1 : 256, 1 : 512 in 1 
: 1024. V testu smo kot sekundarna protitelesa uporabili s fluoresceinom označena 
kozja protitelesa proti človeškim protitelesom razreda IgG. Kot mejni titer smo 
določili redčino 1 : 16. 
3.2.1.2 Encimsko-imunska metoda za določanje specifičnih protiteles IgM 
in IgG proti virusu DOB in virusu PUU 
Specifična protitelesa razreda IgM proti virusu DOB in virusu PUU smo določili v 
serumu bolnikov s komercialnima kompletoma Reagena DOBRAVA-HANTAAN 
IgM EIA in Reagena PUUMALA IgM EIA (Reagena International Oy Ltd, Toivala, 
Finska) po navodilih proizvajalca.  
Specifična protitelesa razreda IgG proti virusu DOB in virusu PUU smo določili v 
serumu bolnikov s komercialnima kompletoma Reagena DOBRAVA-HANTAAN 
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IgG EIA in Reagena PUUMALA IgG EIA (Reagena International Oy Ltd, Toivala, 
Finska) po navodilih proizvajalca.  
3.2.2 OSAMITEV CELOKUPNE NUKLEINSKE KISLINE 
Za osamitev celokupne nukleinske kisline iz vzorcev bolnikov smo uporabili 
komercialni komplet reagentov EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen, Hilden, Nemčija), 
ki omogoča avtomatiziran postopek osamitve celokupne nukleinske kisline na 
delovni postaji EZ1 Advanced XL. Celokupno nukleinsko kislino smo osamili iz 
vzorcev krvi bolnikov z dodanim antikoagulantom EDTA. K 200 µl krvi smo dodali 
200 µl pufra za lizo tkiva (ATL; ang. tissue lysis buffer) (Qiagen, Hilden, Nemčija). 
Nadaljnji postopek osamitve smo izvedli po navodilih proizvajalca. 400 µl 
pripravljenega vzorca smo eluirali v 60 µl elucijskega pufra. Izolirano nukleinsko 
kislino smo shranili pri –20 °C do nadaljnje uporabe.   
3.2.3 DOLOČANJE VIRUSNEGA BREMENA 
Za določanje koncentracije virusnega bremena v krvi bolnikov smo vpeljali novo 
metodo kvantitativne verižne reakcije s polimerazo in reverzno transkriptazo v 
realnem času (qRT-PCR, angl. quantitative reverse transcription polymerase chain 
reaction). Nukleotidna zaporedja uporabljenih začetnih oligonukleotidov in sond 
navajamo v preglednici 1. Reakcija je potekala v aparaturi ABI 7500 Fast (Applied 
Biosystems, Foster City, ZDA). 
Preglednica 1: Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov in sond za določanje virusnega 
bremena pri bolnikih, okuženih z virusom DOB in virusom PUU. 
Oznaka Nukleotidno zaporedje 
DOB-S F1 TTGTTCCTGTTTGCTGGAAAATGAT 
DOB-S R1 CGGGTTGAAGAATGGCTTGAC 
PUU D GGAGTAAGCTCTTCTGC 
PUU L ACATCATTTGAGGACAT 
DOB-S-MGB-P CCGTGCAAGCTAC 
PUU-MGB AGACCAAAGCATTTATATG 
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Za vsak vzorec smo pripravili 20 µl reakcijske mešanice, ki je vsebovala: 
 5 µl univerzalne PCR mešanice TaqMan®Fast Virus 1-Step Master Mix, 
 0,4 µl začetnih oligonukleotidov DOB-S F1, DOB-S R1, PUU D, PUU L, 
 0,2 µl sonde DOB-S-MGB-P (FAM-MGB,NFQ), 
 0,3 µl sonde PUU-MGB (VIC-MGB, NFQ), 
 7,9 µl sterilne deionizirane vode in 
 5 µl RNA. 
Temperaturna reakcija je potekala pod pogoji: 5 min pri 50 °C, 20 s pri 95 °C in 
nato je sledilo 45 ciklov (3 s 95 °C, 30 s 55 °C in 30 s pri 60 °C). Umeritvena 
krivulja za določanje koncentracije virusa DOB je temeljila na redčinah standarda s 
koncentracijami 5 × 106 do  5 × 101 kopij na reakcijo. Umeritvena krivulja za 
določanje koncentracije virusa PUU je temeljila na redčinah standarda s 
koncentracijami 1 × 106 do  1 × 101 kopij na reakcijo. 
3.2.4 PRIPRAVA VIRUSA DOB IN VIRUSA PUU 
Z namenom, da bi čim bolj zmanjšali razlike med posameznimi poskusi stimulacij, 
smo za vse poskuse stimulacij različnih mononuklearnih celic iz periferne krvi 
(PBMC) pripravili zadostne količine očiščenega virusa DOB in virusa PUU. 
Poskusi z virusoma DOB in PUU so potekali v laboratoriju tretje stopnje biološke 
varnosti. 
3.2.4.1 Priprava celične linije 
Za gojenje virusa DOB in virusa PUU smo uporabili trajno celično linijo VERO E6 
(Vero 76, clone E6; ATCC-LGC, kat. št.: CRL-1586). Za gojenje celic smo 
uporabili minimalno esencialno gojišče (DMEM; GIBCO, Invitrogen, 21885-108), ki 
smo mu dodali fetalni telečji serum do 10 % (FTS; Euro Clone, EUS0180D). Celice 
VERO E6 (pasaža 3, 18. 2. 2006), ki so bile shranjene v tekočem dušiku, smo 
odtalili v topli vodi (37 °C), jih prebrizgali ter prenesli v steklenico za gojenje celic s 
segretim gojiščem za rast. Celice smo gojili v termostatu na 37 °C z dodanim 5 % 
CO2.     
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3.2.4.2 Razmnoževanje virusa DOB in virusa PUU v celični kulturi 
Za raziskavo smo uporabili virus PUU CG 18-20 (12d, 18/2-1998) in virus DOB 
907/5 (13d, 23/4-1998), ki sta bila shranjena na –80 °C. 1 ml virusa smo inokulirali 
na 24 ur stare celice VERO E6, ki so preraščale vsaj 80 % površine gojitvene 
steklenice T75 (TPP Techno Plastic Products, Švica). Po 1 uri inkubacije smo 
dodali gojišče za rast DMEM s 4 % FTS ter celice z virusom gojili 7 dni v 
termostatu na 37 °C z dodanim 5 % CO2. Po enem tednu smo zamenjali gojišče in 
dodali gojišče za rast DMEM z 2 % FTS. Ker se znaki citopatskega učinka virusa 
DOB in virusa PUU na celicah ne kažejo, smo postopek gojenja pri virusu PUU 
zaključili 13. dan, pri virusu DOB pa 14. dan po inokulaciji. Iz steklenice smo odlili 
gojišče in okuženim celicam dodali 8 ml filtrirane fiziološke raztopine z dodanim 5 
% FTS. S steklenimi kroglicami smo odstranili okužene celice s podlage. 
Suspenzijo okuženih celic v fiziološki raztopini smo zmešali s predhodno 
odstranjenim gojiščem v razmerju 1 : 1. Tako pripravljeno 16 ml suspenzijo z 
virusom smo prebrizgali z injekcijsko iglo in jo razdelili po 1 ml ter shranili na –80 
°C do nadaljnje uporabe. 
3.2.4.3 Preverjanje prisotnosti celičnih mikoplazem  
Iz 400 µl suspenzije z virusom okuženih celic, ki smo jo pripravili po postopku, 
opisanem v razdelku 3.2.4.2, smo z avtomatskim postopkom osamili celokupno 
nukleinsko kislino. Uporabili smo komercialni komplet reagentov EZ1 Virus Mini Kit 
v2.0 (Qiagen, Hilden, Nemčija) po navodilih proizvajalca. Nukleinsko kislino smo 
eluirali v 60 µl elucijskega pufra. Izolirano nukleinsko kislino smo shranili pri –20 
°C do nadaljnje uporabe.   
Za preverjanje prisotnosti mikoplazem v celičnih kulturah, okuženih z virusom 
DOB in virusom PUU, smo uporabili komercialni komplet reagentov Universal 
Mycoplasma Detection Kit (ATCC, Manassas, ZDA). Metodo verižne reakcije s 
polimerazo (PCR, angl. polymerase chain reaction) smo izvedli po navodilih 
proizvajalca. Reakcija je potekala v aparaturi Eppendorf Mastercycler® pro 
(Eppendorf, Hamburg, Nemčija).   
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Za vsak vzorec smo pripravili 25 µl reakcijske mešanice, ki je vsebovala: 
 20 µl univerzalne PCR-mešanice, 
 2,5 µl univerzalnih začetnih oligonukleotidov in 
 2,5 µl DNA (celokupna nukleinska kislina, ki smo jo osamili po zgoraj 
opisanem postopku). 
Temperaturna reakcija je potekala pod pogoji, ki jih priporoča proizvajalec: 1,5 min 
pri 94 °C, sledilo je 20 ciklov reakcije PCR s padajočo temperaturo prileganja 
začetnih oligonukleotidov (30 s pri 94 °C, 30 s pri 70 → 60,5 °C, 45 s pri 72 °C), 
sledilo je 12 ciklov reakcije PCR s stalno temperaturo prileganja začetnih 
oligonukleotidov (30 s pri 94 °C, 30 s pri 60 °C, 45 s pri 72 °C) ter 4 min pri 72 °C. 
Prisotnost pridelkov PCR smo ugotavljali z elektroforezo v agaroznem gelu. 
Molekule DNA smo ločevali v 2-odstotnem agaroznem gelu (agaroza NuSieve 
GTG, FMC BioProducts, Rockland, ZDA), ki smo ga pripravili v 50 ml 1 × 
koncentriranega pufra TAE (pufer Tris Acetat EDTA; pH = 8,3). 
3.2.4.4 Odstranjevanje mikoplazem iz celičnih kultur  
Za odstranjevanje mikoplazem iz celičnih kultur, na katerih smo gojili virusa DOB 
in PUU, smo uporabili reagent plazmocin (Plasmocin™ Treatment; InvivoGen, 
ZDA). Pri razmnoževanju virusov DOB in PUU v celični kulturi smo v gojišče za 
rast dodali plazmocin s končno koncentracijo 25 µg/ml. Ob menjavi gojišča po 
enem tednu gojenja, samo v gojišče za rast dodali svež plazmocin s končno 
koncentracijo 25 µg/ml. Postopek smo ponavljali 6 pasaž, dokler z metodo PCR 
nismo več zaznali DNA mikoplazem. Očiščena virusa DOB in PUU, ki smo ju v 
nadaljevanju raziskave uporabili za stimulacije, smo v zadnji pasaži namnožili v 
celični kulturi brez dodanega plazmocina. 
3.2.4.5 Določanje titra virusov DOB in PUU po odstranjevanju mikoplazem 
Po končanem postopku odstranjevanja mikoplazem iz celične kulture smo preverili 
titer virusov DOB in PUU. Suspenzijo okuženih celic in virusa smo nanesli na 
predmetno stekelce z 10 polji. Stekelca smo fiksirali z acetonom in nato nanesli s 
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fosfatnim pufrom redčeno pozitivno kontrolo HEIM1 + HEIG2 v razmerjih 1 : 16, 
1 : 32, 1 : 64, 1 : 128, 1 : 256, 1 : 512 in 1 : 1024. V testu smo kot sekundarna 
protitelesa uporabili s fluoresceinom označena kozja protitelesa proti človeškim 
protitelesom razreda IgG. Nastali imunski kompleks smo opazovali z mikroskopom 
in titer virusa je predstavljala zadnja redčina, pri kateri smo opazili fluorescenco.  
3.2.4.6 Čiščenje virusov DOB in PUU na kolonah 
Celično suspenzijo z virusoma DOB in PUU smo zamrznili pri –80 °C, da so stene 
celic popokale in se je sprostila čim višja koncentracija virusa. Suspenzijo smo 
prebrizgali z iglo in jo centrifugirali 5 min na 1200 obr./min pri 4 °C. S 
centrifugiranjem smo odstranili ostanke celic in v nadaljnjem postopku očistili virus 
v supernatantu. Za odstranjevanje ostankov gojišča v supernatantu smo uporabili 
komercialne kolone z membrano Illustra NAP-5 (Illustra NAP-5 Columns 
Sephadex 6-25 DNA Grade; GE Healthcare). Kolone delujejo na podlagi 
gravitacije. Pripravili smo jih tako, da smo skoznje spustili pufer za shranjevanje, ki 
je bil že predhodno na kolonah. Nato smo kolone uravnotežili z 10 ml fiziološke 
raztopine. Ko je ves pufer za uravnoteženje popolnoma vstopil v gel, smo dodali 
0,5 ml pripravljenega supernatanta z virusom. Vzorec smo eluirali v 1 ml fiziološke 
raztopine. Očiščena virusa DOB in PUU v fiziološki raztopini smo shranili na –80 
°C do nadaljnje uporabe.   
3.2.4.7 Določanje koncentracije virusov DOB in PUU 
Celokupno nukleinsko kislino smo osamili z avtomatskim postopkom, s 
komercialnim kompletom reagentov EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen, Hilden, 
Nemčija) po navodilih proizvajalca. Nukleinsko kislino smo osamili iz 400 µl 
očiščenega virusa v fiziološki raztopini in jo eluirali v 60 µl elucijskega pufra. 
Izolirano nukleinsko kislino smo shranili pri –20 °C do nadaljnje uporabe. 
Očiščenima virusoma DOB in PUU smo določili koncentracijo z metodo RT-PCR, 
ki je opisana v razdelku 3.2.3. Pri metodi RT-PCR za določanje koncentracije 
virusa PUU smo namesto sonde PUU-MGB uporabili sondo PUU-Cg1820 (JOE-
TCCATGCCTACTGCCCAGTCCAC-BHQ). Umeritvena krivulja za določanje 
koncentracije virusa PUU Cg18-20 je temeljila na redčinah standarda s 
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koncentracijami 1 × 106 do  1 × 101 kopij na reakcijo. V nadaljevanju raziskave 
smo uporabili virus DOB in virus PUU s koncentracijo 1 × 106 kopij/µl.  
3.2.5 OSAMITEV PBMC IZ VENSKE KRVI 
Mononuklearne celice smo izolirali iz vzorcev krvi z metodo Ficoll-Paque, ki temelji 
na razlikah v gostoti mononuklearnih celic v primerjavi z drugimi krvnimi celicami. 
Za izolacijo PBMC na gostotnem gradientu smo kot ločevalni medij uporabili 
reagent fikol-pak (Ficoll-Paque™ PLUS; GE Healthcare, Uppsala, Švedska). Pri 
ločevanju celic glede na gostotni gradient smo za centrifugiranje uporabili epruvete 
s porozno membrano (Leucosep™ tubes; Greiner Bio-One, GmbH, Nemčija).  
Postopek osamitve PBMC smo izvajali po navodilih proizvajalca. Vzorce krvi z 
dodanim antikoagulantom EDTA smo redčili z medijem RPMI 1640 (Sigma, 
Združeno kraljestvo) v razmerju 1 : 2. Na epruveto s porozno membrano smo 
dodali 3 ml ločevalnega medija in centrifugirali 1 min na 2400 obr./min pri sobni 
temperaturi. Po centrifugiranju je bil ločevalni medij pod porozno membrano. Nato 
smo v epruvete dodali 3–8 ml redčenih vzorcev krvi. Centrifugirali smo 10 min na 
2400 obr./min pri sobni temperaturi. Zaradi reagenta fikol-pak po centrifugiranju 
nastanejo skupki eritrocitov, ki so zaradi večje gostote na dnu epruvete pod 
membrano. Nad in pod membrano je po centrifugiranju plast reagenta fikol-pak, na 
vrhu pa ostane krvna plazma. Na meji med fikol-pakom in krvno plazmo so v 
belem obročku prisotni limfociti, monociti in trombociti. Za osamitev PBMC smo bel 
obroček celic in del reagenta fikol-pak odpipetirali v novo epruveto za 
centrifugiranje in dodali 10 ml medija RPMI 1640. Centrifugirali smo 10 min na 
1200 obr./min pri sobni temperaturi. Odlili smo supernatant in celicam na dnu 
dodali 10 ml medija RPMI 1640, jih premešali z mešalom vorteks in ponovili 
postopek centrifugiranja. Odstranili smo supernatant in celice resuspendirali v 100 
µl medija RPMI 1640, 800 µl FTS in 100 µl DMSO. Izolirane PBMC smo do 
nadaljnje uporabe zamrznili na –80 °C.  
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3.2.6 STIMULACIJA PBMC  
3.2.6.1 Štetje in priprava PBMC 
PBMC smo odmrznili v vodni kopeli pri 37 °C, jim počasi dodali hranilni medij in jih 
centrifugirali 8 min na 1200 obr./min pri sobni temperaturi. Usedlino celic smo 
resuspendirali v hranilnem mediju. 
Sestava hranilnega medija za gojenje PBMC (za 50 ml): 
 43,5 ml RPMI 1640, 
 5 ml inaktiviranega humanega seruma (Sigma, Združeno kraljestvo), 
 0,5 ml L-glutamina (GIBCO, Združeno kraljestvo) in 
 1 ml antibiotika P/S (penicilin 100 U/ml, streptomicin 0,1 mg/ml). 
Koncentracijo celic smo določili z avtomatskim števcem celic (Countess™ 
Automated Cell Counter; Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA). 
Po štetju smo suspenziji celic dodali hranilni medij do končne koncentracije 5 × 
105 celic/ml. Celice smo gojili na ploščah za celične kulture s 24 luknjami (Costar, 
Cambridge). V posamezno luknjo smo dali 1 ml suspenzije PBMC.  
3.2.6.2 Stimulacija PBMC z virusoma DOB in PUU 
Celicam, ki smo jih pripravili na ploščah za celične kulture, smo odstranili hranilni 
medij in jih stimulirali z virusom DOB ali virusom PUU z MOI = 0,1. Stimuliranim 
celicam smo dodali 1 ml svežega hranilnega medija. PBMC vsakega 
posameznika, vključenega v raziskavo, smo za vsak čas inkubacije stimulirali v 3 
ponovitvah. Prav tako smo za vsak čas inkubacije pripravili PBMC vsakega 
posameznika v 3 ponovitvah, ki jih nismo stimulirali z virusom in so v poskusu 
predstavljale negativno kontrolo oz. kalibrator pri analizi izražanja genov. 
Stimulirane PBMC smo inkubirali 1 uro, 3 ure, 6 ur, 9 ur, 12 ur, 16 ur, 24 ur in 48 
ur na 37 °C z dodanim 5 % CO2.  
  
Resman Rus K. Proučevanje prirojenega imunskega odziva po okužbi z virusom Dobrava in 
virusom Puumala. Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2018. 
35 
 
3.2.7 ANALIZA IZRAŽANJA GENOV 
3.2.7.1 Osamitev RNA iz stimuliranih PBMC 
Po končanih izbranih urah inkubacije smo iz stimuliranih PBMC izolirali RNA. Za 
osamitev celokupne RNA smo uporabili komercialni komplet reagentov RNeasy 
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Nemčija) po navodilih proizvajalca (protokol: Purification 
of Total RNA from Animal Cells using Spin Technology). Dodatno smo pri izolaciji 
vzorce tretirali z DNazo po postopku, ki je opisan v dodatku D: Optional On-
Column DNase Digestion with the RNase-Free DNase Set.  
Celicam smo odstranili gojišče in ga centrifugirali 5 min na 1200 obr./min. Na 
celice, ki so ostale pritrjene na podlago, smo dodali 350 µl pufra za lizo RLT z 
dodanim β-merkaptoetanolom. Lizirane celice smo postrgali s podlage in 
suspenzijo dodali k usedlini celic, ki je ostala po centrifugiranju odstranjenega 
hranilnega medija. Lizirane celice iz treh ponovitev smo združili in nadaljevali po 
protokolu proizvajalca. RNA smo eluirali v 45 µl vode brez RNaze.   
Po končani izolaciji RNA iz PBMC smo izmerili koncentracijo RNA s 
spektrofotometrom (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific, ZDA). Vzorce, izolirane 
RNA smo shranili na –20 °C.  
3.2.7.2 Obratni prepis RNA v komplementarno DNA (cDNA)  
Za obratni prepis RNA v cDNA smo uporabili komercialni komplet reagentov High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, ZDA). Na 
posamezno reakcijo smo dodali 20 µl RNA s koncentracijo 8 ng/µl in 20 µl 
reakcijske mešanice. Reakcija reverzne transkripcije je potekala po navodilih 
proizvajalca v aparaturi Eppendorf Mastercycler® pro (Eppendorf, Hamburg, 
Nemčija). Tako pripravljeno cDNA smo shranili na –20 °C do nadaljnje uporabe.  
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Za vsak vzorec smo uporabili 40 µl reakcijske mešanice, ki je vsebovala: 
 4 µl 10-krat koncentriranega RT pufra, 
 1,6 µl 25-krat koncentrirane mešanice dNTP (100 mM), 
 4 µl 10-krat koncentriranih RT Random oligonukleotidnih začetnikov, 
 2 µl Reverzne transkriptaze MultiScribe™, 
 2 µl Inhibitorja RNaze in 
 6,4 µl sterilne deionizirane vode. 
3.2.7.3 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času 
Z metodo verižne reakcije s polimerazo v realnem času smo proučevali izražanje 
genov IFNα, IFNβ, NFκB, STAT-1 in MxA. Kot referenčna gena smo analizirali 
gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazo (GAPDH) in glukuronidazo beta (GUSB).  
Za doseganje večje specifičnosti smo za analize qPCR uporabljali kemijo TaqMan. 
Za vsak gen smo uporabili komercialno pripravljene mešanice oligonukleotidnih 
začetnikov in MGB sond z vezanim barvilom FAM in nefluorescenčnim dušilcem 
NFQ (TaqMan® Gene Expression Assays; Thermo Fischer Scientific, Kalifornija, 
ZDA). Oznake uporabljenih mešanic so navedene v preglednici 2. Končna  
koncentracija sonde v mešanici je bila 250 nM in končna koncentracija 
oligonukleotidnih začetnikov je bila 90 nM. Za pripravo qPCR-reakcijske mešanice 
smo uporabili komplet reagentov TaqMan® Universal Master Mix II, with UNG 
(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA). Reakcija je 
potekala v aparaturi ABI 7500 Fast (Applied Biosystems, Life Technologies, 
Carlsbad, Kalifornija, ZDA). Reakcijsko mešanico in temperaturni protokol reakcije 
smo pripravili po navodilih proizvajalca.   
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Preglednica 2: Uporabljene komercialne TaqMan mešanice začetnih oligonukleotidov in sond za 
detekcijo izražanja genov. 
Gen 
ID mešanice oligonukleotidnih 
začetnikov in sond 
IFNα Hs03044218_g1   
IFNβ                Hs01077958_s1 
NFκB Hs00765730_m1 
STAT-1 Hs01013996_m1 
MxA  Hs00895608_m1 
GAPDH Hs03929097_g1 
GUSB  Hs00939627_m1 
 
Za vsak vzorec smo pripravili 20 µl reakcijske mešanice, ki je vsebovala: 
 10 µl 2-krat koncentriranega reakcijskega pufra, 
 1 µl 20-krat koncentrirane mešanice začetnih oligonukleotidov in MGB 
sonde, 
 4 µl sterilne deionizirane vode in 
 5 µl cDNA. 
Zaradi uporabe komercialne mešanice TaqMan za detekcijo izražanja genov so 
potekale qPCR-reakcije za vse proučevane gene pod enakimi temperaturnimi 
pogoji: 2 min pri 50 °C in 10 min pri 95 °C, nato je sledilo 40 ciklov (15 s pri 95 °C 
in 1 min pri 60 °C). 
Dobljene rezultate pomnoževanja smo analizirali s programom DataAssist™ 
Software (Termo Fisher Scientific). S programom smo delali primerjalno količinsko 
analizo (Comparative Quantitation). Izračunali smo, kolikokrat se spremeni 
izražanje genov pri stimuliranih vzorcih glede na kalibrator. Kalibrator so bili vzorci 
nestimuliranih celic in so imeli vrednost 1. Razmerja med kalibratorjem in 
tretiranimi vzorci smo računali po uveljavljeni metodi 2-ΔΔCt (Pfaffl, 2001). ΔΔCt 
smo računali po enačbi: 
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3.2.8 ANALIZA PROFILA PBMC PRI BOLNIKIH S HMRS 
3.2.8.1 Priprava PBMC  
PBMC smo osamili iz akutnih vzorcev bolnikov s HMRS, kot je opisano v razdelku 
3.2.5. PBMC smo odtalili v vodni kopeli pri 37 °C, jim dodali medij RPMI in jih 
centrifugirali 5 min na 1600 obr./min pri sobni temperaturi. Skupek celic smo 
resuspendirali v PBS in suspenzijo razporedili v 4 epruvete za pretočno 
citometrijo, da je bilo v posamezni epruveti 106 celic/ml. 
3.2.8.2 Označevanje PBMC 
PBMC smo dodali z različnimi fluorescentnimi barvili označena protitelesa. Da 
smo lahko analizirali vse želene populacije celic, smo pripravili štiri kombinacije 
označenih monoklonskih protiteles. Uporabljene kombinacije označenih 
monoklonskih protiteles so v preglednici 3. V vsako od štirih epruvet za pretočno 
citometrijo s PBMC smo dodali eno mešanico protiteles. Uporabili smo protitelesa 
proizvajalca BD Bioscience in Cytognos. 
Preglednica 3: Kombinacije uporabljenih monoklonskih protiteles, označenih s fluorescentnimi 
barvili. 
Epruveta 1 20 ul protiteles za limfogram (komercialna mešanica, Cytognos) 
Epruveta 2 10 µl CD25-FITC 
 
5 µl CD127-PE 
 
10 µl CD4-PerCP-Cy5.5 
Epruveta 3 10 µl CD69-FITC 
 
10 µl CD16-PE 
 
10 µl CD3-PerCP-Cy5.5 
 
10 µl CD56-APC 
Epruveta 4 10 µl HLA-DR PerCP-cy5 
 
5 µl CD152-PE 
 
5 µl CD69-FITC 
 
5 µl CD3-APC 
 
5 µl CD4-APC-Cy7 
 
2,5 µl CD8-V450 
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PBMC z dodanimi protitelesi smo premešali in jih inkubirali 20 min v temi, da so se 
protitelesa vezala na celice. Nato smo dodali 2 ml pufra za lizo (Becton Dickinson) 
in celice inkubirali v temi 10 min. Fiksirane celice smo nato centrifugirali  5 min na 
1600 obr./min pri 19 °C. Celice smo sprali z 2 ml PBS ter ponovili postopek 
centrifugiranja. Na koncu postopka smo označene PBMC resuspendirali v 200 µl 
PBS.  
3.2.8.3 Analiza rezultatov s pretočnim citometrom 
Označene PBMC smo analizirali s pretočnim citometrom BD FACSCanto II z 
računalniško programsko opremo BD FACSDiva 8.0.1 (Becton Dickinson). 
Proučevano populacijo celic smo določili glede na položaj na točkovnem 
diagramu. 
3.2.9 DOLOČANJE KONCENTRACIJE HMGB1 
Koncentracijo HMGB1 smo določali s komercialnim kvantitativnim encimsko- 
imunskim testom HMGB1 capture enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
kit (Chondrex, ZDA) po navodilih proizvajalca. Koncentracijo HMGB1 smo merili v 
supernatantih po stimulaciji PBMC zdravih prostovoljcev in v serumu bolnikov s 
HMRS.  
Test poteka na mikrotiterskih ploščicah. Na dno vdolbinic smo najprej vezali 
primarna protitelesa in ploščice inkubirali čez noč pri 4 °C. Naslednji dan smo na 
vdolbinice nanesli standarde in vzorce (supernatanti stimuliranih PBMC in serumi) 
ter označena sekundarna protitelesa. Ploščice smo ponovno inkubirali čez noč na 
4 °C. Nato smo dodali konjugat streptavidin peroksidazo, ki je na koncu dodan 
substrat TMB spremenil v obarvan produkt. Intenziteto obarvanosti, ki je 
sorazmerna s koncentracijo HMGB1 v vzorcu, smo določili z absorbanco, ki smo 
jo izmerili spektrofotometrično pri valovni dolžini 450 nm.  
Koncentracijo HMGB1 smo določili na podlagi umeritvene krivulje, ki smo jo izrisali 
na osnovi absorbance zaporednih redčitev standardov. Vse vzorce smo testirali v 
dveh paralelnih ponovitvah in jih ustrezno redčili, da koncentracija HMGB1 v 
vzorcu ni presegla merilnega območja.   
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3.2.10 STATISTIČNA ANALIZA 
Rezultate smo analizirali s programom GraphPad Prism version 6 for Windows 
(GraphPad Software, San Diego, Kalifornija, ZDA). Za osnovni opis značilnosti 
smo uporabili parametrične metode (povprečje, standardni odklon). Za testiranje 
razlik med skupinama smo uporabili t-test. Kjer je bila porazdelitev podatkov 
nenormalna, smo uporabili Mann-Whitneyjev test.  
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4 PRVI DEL RAZISKAVE 
ODZIV INTERFERONOV TIPA I PO STIMULACIJI PBMC Z 
VIRUSOM DOB IN VIRUSOM PUU TER NJEGOV POMEN PRI 
POTEKU HMRS 
4.1 CILJI RAZISKAVE 
Pri okužbi s hantavirusi ima pomembno vlogo odziv prirojenega imunskega 
sistema, še posebno odziv interferonov tipa I (IFNα in -β). Patogeni hantavirusi 
zavirajo zgodnje izražanje IFN tipa I, kar omogoča neovirano pomnoževanje virusa 
v celicah (Geimonen in sod., 2002, Alff in sod., 2006, Spiropoulou in sod., 2007, 
Alff in sod., 2008, Matthys in sod., 2011). Utišanje prirojenega imunskega odziva 
posledično privede do hitrega in nenadzorovanega, sistemskega razsoja okužbe. 
Predvidevajo, da je stopnja zaviranja prirojenega imunskega odziva povezana s 
stopnjo patogenosti virusa. Raziskave na celičnih kulturah so pokazale, da tako 
virus DOB kot virus PUU zavirata izražanje IFN tipa I, pri čemer je bilo zaviranje 
virusa PUU samo 10–30-odstotno (Jaaskelainen in sod., 2007, Popugaeva in sod., 
2012). V dostopni literaturi do sedaj še niso pokazali vpliva okužbe hantavirusov 
na odziv IFN tipa I pri PBMC. Cilj naše raziskave je bil ugotoviti, ali odziv IFN tipa I 
vpliva na različno klinično sliko HMRS po okužbi z virusoma DOB ali PUU. 
Zanimalo nas je tudi, kakšna je vloga imunskega spomina na odziv IFN tipa I. 
Prvi del raziskave, v katerem smo PBMC stimulirali z virusom DOB ali virusom 
PUU, smo razdelili v 2 sklopa. V prvem delu poskusa smo stimulirali PBMC, ki 
smo jih pridobili iz krvi zdravih prostovoljcev. Zanimalo nas je, ali obstajajo razlike 
v odzivu IFN tipa I pri PBMC po stimulaciji z virusom DOB in virusom PUU. Z 
namenom, da bi ugotovili, ali prisotne razlike v odzivu IFN tipa I vplivajo na potek 
bolezni po okužbi z virusom DOB in virusom PUU, smo v drugem delu poskusa 
stimulirali PBMC bolnikov z znanim potekom HMRS. Stimulirali smo PBMC, ki smo 
jih pridobili iz vzorcev krvi bolnikov v akutni fazi HMRS, in PBMC, ki smo jih 
pridobili iz krvi bolnikov po preboleli okužbi. Z namenom, da bi ugotovili vlogo 
imunskega spomina na odziv IFN tipa I smo primerjali izražanje genov po 
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stimulaciji PBMC, pridobljenih v akutni fazi bolezni, in PBMC istih bolnikov po 
preboleli okužbi. 
4.2 SKLOP I – STIMULACIJA PBMC ZDRAVIH PROSTOVOLJCEV 
4.2.1 PREISKOVANCI IN METODE 
V raziskavo smo vključili 8 zdravih prostovoljcev. Med njimi je bilo 5 moških in 3 
ženske. Starost zdravih prostovoljcev je bila med 18 in 58 let (v povprečju 29,5 
let). PBMC smo osamili iz vzorcev krvi z dodanim antikoagulantom EDTA, kot je 
opisano v razdelku 3.2.5. PBMC smo stimulirali z virusom DOB ali virusom PUU, 
kot je opisano v poglavju 3.2.6. PBMC smo po stimulaciji inkubirali 1 uro, 3 ure, 6 
ur, 9 ur, 12 ur, 16 ur, 24 ur in 48 ur. Po določenih časih inkubacije smo analizirali 
izražanje genov IFNα, IFNβ, NFκB, STAT-1 in MxA, kot je opisano v razdelku 
3.2.7. 
4.2.2 REZULTATI 
Z namenom, da bi ugotovili, ali virusa DOB in PUU različno vplivata na zgodnje 
izražanje IFN tipa Ι pri PBMC, smo PBMC zdravih prostovoljcev stimulirali z 
virusom DOB ali virusom PUU. Rezultati analize izražanja genov IFNα, IFNβ, 
NFκB, STAT-1 in MxA so prikazani v preglednici 4.  
Preglednica 4: Izražanje genov IFNα, IFNβ, NFκB, STAT-1 in MxA po stimulaciji PBMC zdravih 
prostovoljcev z virusom DOB in virusom PUU. 
 
 DOB PUU 
 
IFNα IFNβ NFκB STAT-1 MxA IFNα IFNβ NFκB STAT-1 MxA 
1 ura neg. 1,0 1,1 1,0 1,0 0,04 0,7 1,1 1,0 1,1 
3 ure 0,02 0,3 0,8 1,0 0,7 0,02 0,9 1,0 1,2 1,5 
6 ur 0,02 0,5 1,2 1,1 1,0 0,04 1,7 1,5 1,1 0,9 
9 ur neg. 0,4 0,8 1,0 0,9 0,03 0,6 1,1 0,9 1,1 
12 ur neg. 0,7 1,2 0,9 0,9 0,02 1,0 1,3 0,9 1,2 
16 ur neg. 0,6 1,0 1,4 1,0 neg. 1,9 1,2 1,2 1,3 
24 ur neg. 1,4 1,1 0,8 0,8 0,02 1,8 1,0 1,0 1,3 
48 ur 0,02 2,5 0,7 1,1 0,9 0,01 8,1 1,1 3,3 18,2 
Komentar: Rezultati predstavljajo mediane vrednosti izražanja genov pri PBMC vseh zdravih prostovoljcev. Z 
odebeljenim tiskom so označene vrednosti, kjer je razlika med stimuliranimi in nestimuliranimi PBMC 
statistično značilna.  
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4.2.2.1 Izražanje gena NFκB pri stimuliranih PBMC zdravih prostovoljcev 
Ugotovili smo, da virus DOB in virus PUU ne povečata prepisovanja gena NFκB 
pri PBMC. Pri vseh merjenih časih po stimulaciji z virusom DOB in virusom PUU je 
bilo izražanje gena NFκB pri stimuliranih PBMC podobno izražanju gena NFκB pri 
nestimuliranih celicah (p > 0,1). Med virusoma nismo opazili statistično značilnih 
razlik v izražanju gena NFκB (slika 6 in slika 7). 
 
Slika 6: Vpliv virusa DOB na izražanje gena NFκB pri PBMC zdravih prostovoljcev. Črta pri 
vrednosti 1 predstavlja izražanja gena pri nestimuliranih celicah. 
 
 
Slika 7: Vpliv virusa PUU na izražanje gena NFκB pri PBMC zdravih prostovoljcev. Črta pri 
vrednosti 1 predstavlja izražanja gena pri nestimuliranih celicah. 
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4.2.2.2 Izražanje genov IFNα in IFNβ pri stimuliranih PBMC zdravih 
prostovoljcev 
Z metodo qPCR nismo zaznali pomnoževanja IFNα pri PBMC, ki so bili stimulirani 
z virusom DOB ali virusom PUU (preglednica 4). 
Ugotovili smo, da virus PUU poveča prepisovanje gena IFNβ pri PBMC. Največji 
odziv na virus PUU smo pri PBMC opazili 48 ur po stimulaciji, ko je bilo izražanje 
gena IFNβ 8,1-krat povečano (p = 0,0035). Pri ostalih merjenih urah po stimulaciji 
z virusom PUU je bilo izražanje gena IFNβ podobno izražanju IFNβ pri 
nestimuliranih PBMC (p > 0,1). Najnižje izražanje gena IFNβ smo izmerili 9 ur po 
stimulaciji z virusom PUU, ko je bilo izražanje IFNβ za 40 % manjše kot pri 
nestimuliranih celicah, vendar zmanjšanje ni bilo statistično značilno (p = 0,085) 
(slika 8). 
 
Slika 8: Vpliv virusa PUU na izražanje gena IFNβ pri PBMC zdravih prostovoljcev. Z zvezdico je 
označena statistično značilna razlika med PBMC, stimuliranimi z virusom PUU, in nestimuliranimi 
celicami. Črta pri vrednosti 1 predstavlja izražanja gena pri nestimuliranih celicah. 
Ugotovili smo, da virus DOB ne stimulira povečanega izražanja gena IFNβ pri 
PBMC. Največje izražanje gena IFNβ je bilo 48 ur po stimulaciji PBMC, ko je bilo 
izražanje 2,5-krat povečano, vendar povišanje izražanja ni bilo statistično značilno 
(p = 0,09). Najnižje izražanje gena IFNβ je bilo 9 ur po stimulaciji z virusom DOB, 
ko je bilo izražanje IFNβ za 60 % manjše kot izražanje pri nestimuliranih PBMC (p 
= 0,02) (slika 9). 
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Slika 9: Vpliv virusa DOB na izražanje gena IFNβ pri PBMC zdravih prostovoljcev. Z zvezdico je 
označena statistično značilna razlika med PBMC, stimuliranimi z virusom DOB, in nestimuliranimi 
celicami. Črta pri vrednosti 1 predstavlja izražanja gena pri nestimuliranih celicah. 
Ko smo primerjali izražanje IFNβ 48 ur po stimulaciji z virusom DOB in virusom 
PUU, smo ugotovili, da je virus PUU povzročil 3-krat večje izražanje IFNβ pri 
PBMC kot virus DOB (p = 0,04) (slika 10). 
 
Slika 10: Izražanje gena IFNβ pri PBMC zdravih prostovoljcev 48 ur po stimulaciji z virusom DOB 
in virusom PUU. 
4.2.2.3 Izražanje gena STAT-1 pri stimuliranih PBMC zdravih 
prostovoljcev 
Ugotovili smo, da virus PUU stimulira povečano izražanje gena STAT-1 pri PBMC. 
Največji odziv na stimulacijo z virusom PUU so PBMC pokazali 48 ur po 
stimulaciji, ko je bilo izražanje gena STAT-1 3,3-krat večje kot pri nestimuliranih 
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celicah (p = 0,001). Pri drugih merjenih časih je bilo izražanje gena STAT-1 po 
stimulaciji z virusom PUU podobno kot izražanje gena STAT-1 pri nestimuliranih 
PBMC (slika 11). 
 
Slika 11: Vpliv virusa PUU na izražanje gena STAT-1 pri PBMC zdravih prostovoljcev. Z zvezdico 
je označena statistično značilna razlika med PBMC stimuliranimi z virusom PUU in nestimuliranimi 
celicami. Črta pri vrednosti 1 predstavlja izražanja gena pri nestimuliranih celicah. 
Ugotovili smo, da virus DOB ne stimulira povečanega izražanja gena STAT-1 pri 
PBMC. Pri vseh merjenih časih po stimulaciji z virusom DOB je bilo izražanje gena 
STAT-1 podobno izražanju gena pri nestimuliranih celicah (p > 0,4) (slika 12).  
 
Slika 12: Vpliv virusa DOB na izražanje gena STAT-1 pri PBMC zdravih prostovoljcev. Črta pri 
vrednosti 1 predstavlja izražanja gena pri nestimuliranih celicah. 
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Izražanje gena STAT-1 je bilo 48 ur po stimulaciji z virusom PUU 3-krat večje kot 
po stimulaciji z virusom DOB (p = 0,03) (slika 13). 
 
Slika 13: Izražanje gena STAT-1 pri PBMC zdravih prostovoljcev 48 ur po stimulaciji z virusom 
DOB in virusom PUU. 
4.2.2.4 Izražanje gena MxA pri stimuliranih PBMC zdravih prostovoljcev 
Ugotovili smo, da virus PUU stimulira povečano prepisovanje gena MxA pri 
PBMC. Povečano izražanje gena MxA smo opazili 48 ur po simulaciji PBMC z 
virusom PUU, ko je bilo izražanje gena MxA 18,2-krat večje kot izražanje gena pri 
nestimuliranih celicah (p = 0,008). 3 ure po stimulaciji z virusom PUU je bilo 
izražanje gena MxA 1,5-krat večje kot izražanje gena pri nestimuliranih celicah (p 
= 0,015). Pri drugih časih stimulacije je bilo izražanje gena MxA podobno izražanju 
MxA pri nestimuliranih PBMC (p > 0,1) (slika 14). 
Resman Rus K. Proučevanje prirojenega imunskega odziva po okužbi z virusom Dobrava in 




Slika 14: Vpliv virusa PUU na izražanje gena MxA pri PBMC zdravih prostovoljcev. Z zvezdico je 
označena statistično značilna razlika med PBMC, stimuliranimi z virusom PUU, in nestimuliranimi 
celicami. Črta pri vrednosti 1 predstavlja izražanja gena pri nestimuliranih celicah. 
Ugotovili smo, da stimulacija z virusom DOB ne poveča izražanja gena MxA pri 
PBMC. Najnižje izražanje gena MxA smo opazili 3 ure po stimulaciji z virusom 
DOB, ko je bilo izražanje gena MxA za 40 % manjše kot izražanje gena pri 
nestimuliranih celicah (p = 0,009). Pri drugih časih stimulacije z virusom DOB je 
bilo izražanje gena MxA podobno izražanju MxA pri nestimuliranih PBMC (p > 0,4) 
(slika 15). 
 
Slika 15: Vpliv virusa DOB na izražanje gena MxA pri PBMC zdravih prostovoljcev. Z zvezdico je 
označena statistično značilna razlika med PBMC, stimuliranimi z virusom PUU, in nestimuliranimi 
celicami. Črta pri vrednosti 1 predstavlja izražanja gena pri nestimuliranih celicah. 
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Ko smo primerjali izražanje gena MxA po stimulaciji z virusom DOB in virusom 
PUU, smo ugotovili, da virus PUU povzroči večje izražanje gena MxA kot virus 
DOB. Statistično značilno razliko smo najprej opazili 3 ure po stimulaciji, ko je bilo 
izražanje gena MxA 2-krat večje po stimulaciji z virusom PUU kot po stimulaciji z 
virusom DOB. Še večjo razliko smo opazili 48 ur po stimulaciji, ko je bilo izražanje 
gena MxA 21-krat večje po stimulaciji z virusom PUU kot po stimulaciji z virusom 
DOB (slika 16). 
 
Slika 16: Izražanje gena MxA pri PBMC zdravih prostovoljcev 48 ur po stimulaciji z virusom DOB 
in virusom PUU. 
4.3 SKLOP II – STIMULACIJA PBMC IZ VZORCEV BOLNIKOV S 
HMRS 
4.3.1 PREISKOVANCI IN METODE 
Da bi ugotovili, ali odziv IFN tipa I vpliva na različno klinično sliko HMRS, smo z 
virusom DOB ali virusom PUU stimulirali PBMC, ki smo jih pridobili iz vzorcev krvi 
bolnikov z znanim potekom okužbe z virusom DOB ali virusom PUU. Stimulirali 
smo PBMC, ki smo jih pridobili iz vzorcev bolnikov med akutno fazo HMRS, in 
PBMC istih bolnikov, ki smo jih pridobili po preboleli bolezni. 
4.3.1.1 Stimulacija PBMC iz akutnih vzorcev bolnikov s HMRS  
V raziskavo smo vključili 24 bolnikov s potrjeno HMRS. Med njimi je bilo 11 
bolnikov okuženih z virusom DOB in 13 okuženih z virusom PUU. Bolnike smo 
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razdelili na dve skupini, na podlagi parametrov, ki smo jih opisali v poglavju 3.1. V 
raziskavo je bilo vključenih 7 bolnikov, okuženih z virusom DOB, ki so imeli hud 
potek bolezni, in 4 bolniki z blažjim potekom okužbe. Pri bolnikih, okuženih z 
virusom PUU, so bili v raziskavo vključeni 4 bolniki s hudim potekom okužbe in 9 
bolnikov z blažjo obliko bolezni. 
PBMC smo osamili iz akutnih vzorcev, ki so bili odvzeti na začetku bolnišničnega 
zdravljenja. V povprečju so bili vzorci bolnikov, okuženih z virusoma DOB in PUU, 
odvzeti 5. dan hospitalizacije. PBMC smo osamili iz vzorcev krvi z dodanim 
antikoagulantom EDTA, kot je opisano v razdelku 3.2.5. PBMC smo stimulirali z 
virusom DOB in virusom PUU, kot je opisano v razdelku 3.2.6. PBMC smo po 
stimulaciji inkubirali 1 uro, 9 ur in 24 ur. Po končani inkubaciji smo analizirali 
izražanje genov IFNα, IFNβ, NFκB, STAT-1 in MxA, kot je opisano v razdelku 
3.2.7. 
4.3.1.2 Stimulacija PBMC iz vzorcev bolnikov po preboleli HMRS  
V raziskavo smo vključili 19 ozdravljenih bolnikov, ki so preboleli HMRS. Med njimi 
je bilo 7 okuženih z virusom DOB (4 so imeli hudo obliko bolezni, 3 so imeli blažji 
potek bolezni) in 12 z virusom PUU (4 s hudo obliko bolezni in 8 z blažjo obliko 
bolezni). Vzorci istih bolnikov so bili vključeni tudi v poskus stimulacije PBMC iz 
akutnih vzorcev bolnikov (razdelek 4.3.1.1). 
PBMC smo osamili iz vzorcev krvi, ki so bili pridobljeni od 1 do 7 let po akutni 
okužbi (v povprečju so bili odvzeti 4 leta po akutni okužbi). PBMC smo osamili iz 
vzorcev krvi z dodanim antikoagulantom EDTA, kot je opisano v razdelku 3.2.5. 
PBMC smo stimulirali z virusom DOB in virusom PUU, kot je opisano v razdelku 
3.2.6. PBMC bolnikov, ki so preboleli okužbo z virusom DOB, smo stimulirali z 
virusom DOB. PBMC bolnikov, ki so preboleli okužbo z virusom PUU, smo 
stimulirali z virusom PUU. PBMC smo po stimulaciji inkubirali 1 uro, 3 ure, 6 ur, 9 
ur, 12 ur, 16 ur, 24 ur in 48 ur. Po končani inkubaciji smo analizirali izražanje 
genov IFNα, IFNβ, NFκB, STAT-1 in MxA, kot je opisano v razdelku 3.2.7. 
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4.3.2.1 Stimulacija PBMC iz vzorcev bolnikov v akutni fazi HMRS  
Rezultati analize izražanja genov IFNα, IFNβ, NFκB, STAT-1 in MxA po stimulaciji 
PBMC, ki so bili pridobljeni v akutni fazi HMRS, so prikazani v preglednici 5.  
Preglednica 5: Izražanje genov IFNα, IFNβ, NFκB, STAT-1 in MxA po stimulaciji PBMC bolnikov, 







hud blag hud blag 
IFNα 
1 ura Neg. Neg. Neg. Neg. 
9 ur Neg. Neg. Neg. Neg. 
24 ur Neg. Neg. Neg. Neg. 
 
1 ura 1,7 0,7 1,7 0,8 
IFNβ 9 ur 2,2 2,2 2,4 0,7 
 
24 ur 0,9 5,3 0,4 1,1 
NFκB 
1 ura 1,2 0,7 0,7 0,9 
9 ur 1,3 0,8 1,9 1,2 
24 ur 1,4 1,0 1,9 1,0 
STAT-1 
1 ura 1,0 0,6 0,8 0,8 
9 ur 1,0 1,1 1,8 1,2 
24 ur 1,0 0,7 1,5 1,4 
MxA 
1 ura 1,1 1,0 1,3 0,8 
9 ur 0,9 1,8 1,6 2,0 
24 ur 0,9 1,0 5,7 2,2 
Komentar: Rezultati predstavljeni v preglednici so mediane vrednosti izražanja genov pri PBMC vključenih 
bolnikov s HMRS. Z odebeljenim tiskom so označene vrednosti, kjer je razlika med stimuliranimi in 
nestimuliranimi PBMC statistično značilna. 
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4.3.2.1.1 Izražanje gena NFκB pri PBMC iz vzorcev bolnikov v akutni fazi HMRS 
Ugotovili smo, da virus PUU povzroči povečano prepisovanje gena NFκB pri 
PBMC bolnikov, okuženih z virusom PUU, ki so imeli hud potek bolezni. 1 uro po 
stimulaciji je bilo izražanje gena NFκB podobno kot pri nestimuliranih PBMC (p = 
0,7). Povečano izražanje gena NFκB smo opazili 9 ur in 24 ur po stimulaciji, ko je 
bilo izražanje gena NFκB 1,9-krat večje kot pri nestimuliranih PBMC (p = 0,004 in 
p = 0,04). Ugotovili smo, da virus PUU ne povzroči povečanega prepisovanja gena 
NFκB pri PBMC bolnikov, okuženih s PUU, ki so imeli blažjo obliko bolezni. 1 uro, 
9 ur in 24 ur po stimulaciji je bilo izražanje gena NFκB podobno kot pri 
nestimuliranih PBMC (p > 0,2) (slika 17). Povečano izražanje gena NFκB pri 
PBMC bolnikov s hudim potekom bolezni ni bilo statistično značilno večje od 
izražanja gena NFκB pri PBMC bolnikov z blažjim potekom okužbe. 
 
Slika 17: Vpliv virusa PUU na izražanje gena NFκB pri PBMC iz vzorcev bolnikov v akutni fazi 
HMRS. Z zvezdico je označena statistično značilna razlika med PBMC, stimuliranimi z virusom 
PUU, in nestimuliranimi celicami. Črta pri vrednosti 1 predstavlja izražanja gena pri nestimuliranih 
celicah. 
Ugotovili smo, da virus DOB ne povzroči povečanega prepisovanja gena NFκB pri 
PBMC bolnikov, okuženih z virusom DOB. Prav tako nismo opazili razlik med 
izražanjem gena NFκB pri PBMC bolnikov s hudim in blagim potekom bolezni. 1 
uro, 9 ur in 24 ur po stimulaciji je bilo izražanje gena NFκB pri PBMC bolnikov s 
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hudim in blagim potekom bolezni podobno izražanju NFκB pri nestimuliranih 
PBMC (p > 0,1) (slika 18). 
 
Slika 18: Vpliv virusa DOB na izražanje gena NFκB pri PBMC iz vzorcev bolnikov v akutni fazi 
HMRS. Črta pri vrednosti 1 predstavlja izražanja gena pri nestimuliranih celicah. 
4.3.2.1.2 Izražanje genov IFNα in IFNβ pri PBMC iz vzorcev bolnikov v akutni fazi 
HMRS 
Ugotovili smo, da virus PUU zavira izražanje gena IFNβ 24 ur po stimulaciji PBMC 
iz vzorcev bolnikov v akuti fazi HMRS, ki so imeli hud potek bolezni. Pri PBMC 
bolnikov, ki so bili okuženi z virusom PUU in so imeli blag potek bolezni, je bilo 
izražanje gena IFNβ 1 uro, 9 ur in 24 ur po stimulaciji z virusom PUU podobno 
izražanju gena IFNβ pri nestimuliranih PBMC (p > 0,3). Pri PBMC bolnikov, 
okuženih z virusom PUU, ki so imeli hud potek bolezni, je bilo izražanje gena IFNβ 
9 ur po stimulaciji z virusom PUU 2-krat večje kot izražanje IFNβ pri nestimuliranih 
PBMC (p = 0,01) in je bilo statistično značilno večje kot pri PBMC bolnikov, ki so 
imeli blažji potek okužbe (p = 0,02). 24 ur po stimulaciji se je izražanje gena IFNβ 
pri PBMC bolnikov, okuženih z virusom PUU, ki so imeli hud potek bolezni, znižalo 
in je bilo za 60 % nižje kot izražanje gena IFNβ pri nestimuliranih PBMC (p = 
0,007). Razlika med izražanjem gena IFNβ pri 9 urah po stimulaciji in pri 24 urah 
po stimulaciji je bila statistično značilna (p = 0,04) (slika 19). 
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Slika 19: Vpliv virusa PUU na izražanje gena IFNβ pri PBMC iz vzorcev bolnikov v akutni fazi 
HMRS. Z zvezdico je označena statistično značilna razlika med PBMC, stimuliranimi z virusom 
PUU in nestimuliranimi celicami. Črta pri vrednosti 1 predstavlja izražanja gena pri nestimuliranih 
celicah. 
 
Ugotovili smo, da je izražanje gena IFNβ povečano pri PBMC bolnikov, okuženih z 
virusom DOB, ki so imeli blažji potek bolezni. 1 uro po stimulaciji z virusom DOB je 
bilo izražanje gena IFNβ pri PBMC bolnikov, ki so imeli blažji potek bolezni, 
podobno izražanju gena IFNβ pri nestimuliranih PBMC (p = 0,5). S časom 
stimulacije se je izražanje gena IFNβ povečevalo. 9 ur po stimulaciji je bilo 
izražanje gena IFNβ 2-krat večje (p = 0,003), 24 ur po stimulaciji pa 5-krat večje (p 
= 0,03) kot izražanje IFNβ pri nestimuliranih celicah (slika 20).  
Pri PBMC bolnikov, okuženih z virusom DOB, ki so imeli hud potek bolezni, je bilo 
izražanje gena IFNβ povečano samo 9 ur po stimulaciji z virusom DOB in je bilo 2-
krat večje kot izražanje pri nestimuliranih PBMC (p = 0,01). 1 uro in 24 ur po 
stimulaciji je bilo izražanje gena IFNβ podobno izražanju IFNβ pri nestimuliranih 
celicah (p > 0,4). Izražanje gena IFNβ pri PBMC bolnikov, okuženih z virusom 
DOB, ki so imeli blag potek bolezni, je bilo 24 ur po stimulaciji z virusom DOB 
statistično značilno 6-krat večje kot pri PBMC bolnikov, ki so imeli hud potek 
bolezni (p = 0,02) (slika 20). 
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Slika 20: Vpliv virusa DOB na izražanje gena IFNβ pri PBMC iz vzorcev bolnikov v akutni fazi 
HMRS. Z zvezdico je označena statistično značilna razlika med PBMC, stimuliranimi z virusom 
DOB, in nestimuliranimi celicami. Črta pri vrednosti 1 predstavlja izražanja gena pri nestimuliranih 
celicah. 
 
Podobno kot pri stimuliranih PBMC zdravih prostovoljcev tudi pri PBMC iz akutnih 
vzorcev bolnikov s qPCR nismo dokazali pomnoževanja gena IFNα (preglednica 
5).  
4.3.2.1.3 Izražanje gena STAT-1 pri PBMC iz vzorcev bolnikov v akutni fazi 
HMRS 
Ugotovili smo, da stimulacija z virusom PUU povzroči povečano izražanje gena 
STAT-1 pri PBMC bolnikov, okuženih z virusom PUU, ki so imeli hud potek 
bolezni, in pri PBMC bolnikov, ki so imeli blag potek okužbe. Izražanje gena 
STAT-1 pri PBMC bolnikov, okuženih z virusom PUU, ki so imeli hud potek 
bolezni, je bilo 1 uro po stimulaciji podobno izražanju gena pri nestimuliranih 
PBMC (p = 0,3). 9 ur in 24 ur po stimulaciji z virusom PUU je bilo izražanje gena 
STAT-1 pri stimuliranih PBMC 1,8-krat in 1,4-krat večje kot izražanje gena pri 
negativni kontroli (p = 0,02). Pri PBMC bolnikov, okuženih z virusom PUU, ki so 
imeli blag potek bolezni, je bilo izražanje gena STAT-1 1,4-krat povečano 24 ur po 
stimulaciji z virusom PUU (p = 0,04). 1 uro in 9 ur po stimulaciji je bilo izražanje 
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gena STAT-1 pri stimuliranih PBMC podobno kot izražanje gena pri nestimuliranih 
PBMC (p > 0,4). Med izražanjem gena STAT-1 pri PBMC bolnikov, okuženih z 
virusom PUU, ki so imeli hud potek bolezni, in bolniki, ki so imeli blag potek 
bolezni, nismo opazili statistično značilnih razlik (slika 21). 
 
Slika 21: Vpliv virusa PUU na izražanje gena STAT-1 pri PBMC iz vzorcev bolnikov v akutni fazi 
HMRS. Z zvezdico je označena statistično značilna razlika med PBMC, stimuliranimi z virusom 
PUU, in nestimuliranimi celicami. Črta pri vrednosti 1 predstavlja izražanja gena pri nestimuliranih 
celicah. 
Ugotovili smo, da virus DOB ne stimulira povečanega izražanja gena STAT-1 pri 
PBMC bolnikov, okuženih z virusom DOB, ki so imeli hud potek bolezni, niti pri 
PBMC bolnikov, ki so imeli blag potek bolezni. 1 uro, 9 ur in 24 ur po stimulaciji je 
bilo izražanje gena STAT-1 pri PBMC obeh skupin bolnikov, okuženih z virusom 
DOB podobno izražanju gena pri nestimuliranih PBMC (p > 0,6) (slika 22). 
 
Slika 22: Vpliv virusa DOB na izražanje gena STAT-1 pri PBMC iz vzorcev bolnikov v akutni fazi 
HMRS. Črta pri vrednosti 1 predstavlja izražanja gena pri nestimuliranih celicah. 
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4.3.2.1.4 Izražanje gena MxA pri PBMC iz vzorcev bolnikov v akutni fazi HMRS 
Ugotovili smo, da stimulacija z virusom PUU povzroči povečano prepisovanje 
gena MxA pri PBMC obeh skupin bolnikov, okuženih z virusom PUU. Izražanje 
gena MxA pri PBMC bolnikov, okuženih s PUU, ki so imeli blago obliko bolezni, je 
bilo 9 ur in 24 ur po stimulaciji 2-krat večje kot pri nestimuliranih PBMC (p = 0,048 
in p = 0,02). 1 uro po stimulaciji je bilo izražanje gena MxA podobno izražanju 
gena pri nestimuliranih PBMC (p = 0,8). Pri PBMC bolnikov, okuženih s PUU, ki so 
imeli hudo obliko bolezni, smo povečano izražanje gena MxA opazili 24 ur po 
stimulaciji z virusom PUU, ko je bilo izražanje gena MxA 5,7-krat večje kot 
izražanje gena pri nestimuliranih PBMC (p = 0,03). 1 uro in 6 ur po stimulaciji je 
bilo izražanje gena MxA pri bolnikih, okuženih s PUU, ki so imeli hudo obliko 
bolezni, podobno izražanju MxA pri negativni kontroli (p > 0,4). Med izražanjem 
gena MxA pri PBMC bolnikov, okuženih z virusom PUU, ki so imeli hudo obliko 
bolezni, in bolniki z blago obliko bolezni, ni bilo statistično značilnih razlik (slika 
23). 
 
Slika 23: Vpliv virusa PUU na izražanje gena MxA pri PBMC iz vzorcev bolnikov v akutni fazi 
HMRS. Z zvezdico je označena statistično značilna razlika med PBMC, stimuliranimi z virusom 
PUU, in nestimuliranimi celicami. Črta pri vrednosti 1 predstavlja izražanja gena pri nestimuliranih 
celicah. 
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Ugotovili smo, da virus DOB ne povzroči povečanega izražanja gena MxA pri 
PBMC bolnikov, okuženih z virusom DOB, ki so imeli hudo obliko bolezni. 
Izražanje gena MxA je bilo pri PBMC iz te skupine bolnikov pri vseh časih 
stimulacije podobno izražanju MxA pri negativni kontroli (p > 0,2). Prav tako smo 
ugotovili, da virus DOB ne povzroči povečanega prepisovanja gena MxA pri PBMC 
bolnikov, okuženih z DOB, ki so imeli blago obliko bolezni. Izražanje gena MxA je 
bilo pri PBMC iz te skupine bolnikov 9 ur po stimulaciji z virusom DOB 1,8-krat 
večje, 24 ur po stimulaciji pa 1,7-krat večje kot izražanje gena pri negativni 
kontroli, vendar povečano izražanje ni bilo statistično značilno (p > 0,2). Nismo 
opazili statistično značilnih razlik v izražanju gena MxA pri PBMC bolnikov, 
okuženih z virusom DOB, ki so imeli blago obliko bolezni, in bolnikih s hudo obliko 
bolezni (slika 24). 
 
Slika 24: Vpliv virusa DOB na izražanje gena MxA pri PBMC iz vzorcev bolnikov v akutni fazi 
HMRS. Z zvezdico je označena statistično značilna razlika med PBMC, stimuliranimi z virusom 
DOB in nestimuliranimi celicami. Črta pri vrednosti 1 predstavlja izražanja gena pri nestimuliranih 
celicah. 
  
Resman Rus K. Proučevanje prirojenega imunskega odziva po okužbi z virusom Dobrava in 
virusom Puumala. Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2018. 
59 
 
4.3.2.2 Stimulacija PBMC iz vzorcev bolnikov po preboleli HMRS  
Rezultati analize izražanja genov IFNα, IFNβ, NFκB, STAT-1 in MxA pri PBMC iz 
vzorcev bolnikov po preboleli HMRS so prikazani v preglednici 6 in preglednici 7.  
Preglednica 6: Izražanja genov IFNα, IFNβ, NFκB, STAT-1 in MxA po stimulaciji PBMC bolnikov 




1 ura 3 ure 6 ur 9 ur 12 ur 16 ur 24 ur 48 ur 
DOB 
IFNα Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. 
IFNβ 0,9 0,9 0,8 1,1 0,9 0,9 0,3 1,3 
NFκB 1,1 1,0 1,3 0,9 0,9 0,9 0,7 0,7 
STAT-1 1,2 1,0 0,8 0,9 0,9 0,8 0,8 1,2 
MxA 1,1 0,9 1,1 1,3 1,1 0,9 0,8 0,8 
huda oblika 
IFNα Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. 
IFNβ 0,8 1,0 0,6 1,7 1,5 1,0 0,1 1,7 
NFκB 1,3 0,8 0,9 0,7 1,1 0,8 0,6 0,7 
STAT-1 1,3 0,9 0,8 1,1 0,9 0,9 0,8 1,3 
MxA 1,0 0,7 0,7 1,4 1,2 0,9 0,6 0,8 
blaga oblika 
IFNα Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. 
IFNβ 1,0 0,8 1,0 1,1 0,4 0,8 0,7 1,1 
NFκB 0,9 1,4 1,3 1,5 0,9 1,1 0,9 1,4 
STAT-1 1,2 1,3 0,8 0,7 0,8 0,8 1,2 1,0 
MxA 1,1 1,3 1,2 1,2 1,1 0,9 1,0 1,4 
Komentar: Rezultati, predstavljeni v preglednici, so mediane vrednosti izražanja genov pri PBMC vključenih 
bolnikov po preboleli HMRS.  
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Preglednica 7: Izražanje genov IFNα, IFNβ, NFκB, STAT-1 in MxA po stimulaciji PBMC bolnikov 
po preboleli HMRS z virusom PUU.  
    Čas stimulacije 
    1 ura 3 ure 6 ur 9 ur 12 ur 16 ur 24 ur 48 ur 
PUU 
IFNα Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. 
IFNβ 1,0 1,3 1,4 0,9 1,3 1,4 1,1 5,8 
NFκB 0,9 1,1 1,3 1,5 1,0 1,8 1,0 1,2 
STAT-1 1,0 1,1 1,0 1,2 0,9 0,9 1,2 7,5 
MxA 1,0 1,2 1,4 1,4 1,3 1,7 1,9 46,9 
huda oblika 
IFNα Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. 
IFNβ 1,1 1,1 1,1 0,7 1,5 1,8 1,2 8,5 
NFκB 0,9 0,7 4,1 1,4 3,0 2,4 2,5 1,2 
STAT-1 1,0 1,0 1,0 0,9 0,9 0,8 1,0 4,4 
MxA 1,1 1,5 0,9 0,6 1,0 1,7 1,8 8,7 
blaga oblika 
IFNα Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. 
IFNβ 0,8 1,4 1,4 1,1 1,2 1,1 1,0 3,6 
NFκB 0,9 1,2 1,1 1,6 0,9 1,2 0,9 1,1 
STAT-1 0,9 1,2 1,0 1,3 0,9 1,0 1,3 10,2 
MxA 1,0 1,0 1,5 1,5 1,6 1,7 2,0 56,3 
Komentar: Rezultati, predstavljeni v preglednici, so mediane vrednosti izražanja genov pri PBMC vključenih 
bolnikov po preboleli HMRS. Z odebeljenim tiskom so označene vrednosti, kjer je razlika med stimuliranimi in 
nestimuliranimi PBMC statistično značilna. 
 
4.3.2.2.1 Izražanje gena NFκB pri PBMC bolnikov po preboleli HMRS 
Ugotovili smo, da stimulacija z virusom DOB in virusom PUU ne vpliva na 
povečano izražanje gena NFκB pri PBMC bolnikov po preboleli HMRS. Potrdili 
smo rezultate, pridobljene po stimulaciji zdravih prostovoljcev, saj je bilo izražanje 
gena NFκB pri PBMC, stimuliranih z virusom DOB in virusom PUU, podobno 
izražanju NFκB pri negativni kontroli (p > 0,1) (slika 25). 
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Slika 25: Vpliv virusa DOB in virusa PUU na izražanje gena NFκB pri PBMC bolnikov po preboleli 
HMRS, 48 ur po stimulaciji. 
Ko smo bolnike, ki so preboleli okužbo z virusom DOB in virusom PUU, razdelili v 
skupine glede na potek bolezni, nismo opazili razlik v izražanju gena NFκB pri 
PBMC bolnikov s hudim in blagim potekom okužbe (p > 0,1) (slika 26). 
 
Slika 26: Vpliv virusa DOB in virusa PUU na izražanje gena NFκB pri PBMC bolnikov po preboleli 
HMRS, ki so imeli hud in blag potek bolezni, 48 ur po stimulaciji. 
4.3.2.2.2 Izražanje genov IFNα in IFNβ pri PBMC bolnikov po preboleli HMRS 
Ugotovili smo, da je izražanje gena IFNβ 48 ur po stimulaciji PBMC bolnikov po 
preboleli HMRS z virusom PUU povečano, ne pa po stimulaciji z virusom DOB. 
Statistično značilno povečanje izražanja gena IFNβ pri PBMC bolnikov po preboleli 
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okužbi z virusom PUU smo opazili 48 ur po stimulaciji, ko je bilo izražanje gena 
IFNβ 6-krat večje kot izražanje IFNβ pri nestimuliranih PBMC (p = 0,01). Od 1 ure 
do 24 ur po stimulaciji z virusom PUU je bilo izražanje gena IFNβ pri PBMC 
bolnikov po preboleli okužbi z virusom PUU podobno izražanju gena IFNβ pri 
nestimuliranih PBMC (p > 0,1). Izražanje gena IFNβ je bilo pri PBMC bolnikov, ki 
so preboleli okužbo z virusom DOB, pri vseh merjenih časih po stimulaciji z 
virusom DOB podobno izražanju IFNβ pri nestimuliranih PBMC (p > 0,1).  
S stimulacijo PBMC bolnikov po preboleli okužbi smo potrdili rezultate, pridobljene 
s stimulacijo PBMC zdravih prostovoljcev. Potrdili smo, da je 48 ur po stimulaciji 
izražanje gena IFNβ pri PBMC, stimuliranih z virusom PUU, 4,6-krat večje kot 
izražanje gena IFNβ pri PBMC, stimuliranih z virusom DOB (p = 0,043) (slika 27).  
 
Slika 27: Vpliv virusa DOB in virusa PUU na izražanje gena IFNβ pri PBMC bolnikov po preboleli 
HMRS, 48 ur po stimulaciji. 
Ko smo bolnike, ki so preboleli okužbo z virusom PUU, razdelili na skupini glede 
na potek bolezni, smo ugotovili, da virus PUU poveča izražanje gena IFNβ pri 
PBMC bolnikov, ki so imeli hud potek bolezni, in pri PBMC bolnikov, ki so imeli 
blag potek bolezni. Statistično značilno povečanje izražanja gena IFNβ je bilo 48 
ur po stimulaciji z virusom PUU, ko je bilo izražanje gena IFNβ pri PBMC bolnikov 
s hudim potekom bolezni 8-krat povečano, pri PBMC bolnikov z blagim potekom 
pa 3,5-krat povečano glede nestimulirane celice (p = 0,01) (slika 28). Izražanje 
gena IFNβ pri PBMC bolnikov s hudim potekom bolezni je bilo večje kot pri PBMC 
bolnikov z blagim potekom, vendar pa razlika ni bila statistično značilna (p = 0,18). 
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Ko smo bolnike, ki so preboleli okužbo z virusom DOB, razdelili na skupini glede 
na potek bolezni, smo ugotovili, da virus DOB ne poveča izražanja gena IFNβ pri 
PBMC bolnikov, ki so imeli hud potek bolezni, niti pri PBMC bolnikov, ki so imeli 
blag potek bolezni. Najnižje izražanje gena IFNβ je bilo pri 24 urah po stimulaciji 
PBMC bolnikov, ki so preboleli hudo okužbo z virusom DOB, ko je bilo izražanje 
gena IFNβ pri stimuliranih PBMC za 70 % nižje kot pri nestimuliranih PBMC, 
vendar razlika ni bila statistično značilna (p = 0,06). Najvišje izražanje gena IFNβ 
je bilo pri 48 urah po stimulaciji PBMC bolnikov, ki so preboleli hud potek okužbe z 
virusom DOB, ko je bilo izražanje gena IFNβ pri stimuliranih PBMC 1,6-krat večje 
kot pri nestimuliranih PBMC, vendar razlika ni bila statistično značilna (p = 0,6) 
(slika 28). Pri drugih merjenih časih po stimulaciji je bilo izražanje gena IFNβ pri 
PBMC bolnikov, ki so preboleli hudo obliko bolezni, podobno izražanju gena IFNβ 
pri nestimuliranih PBMC (p > 0,2). Tudi pri PBMC bolnikov, ki so preboleli blago 
obliko bolezni, je bilo izražanje gena IFNβ po stimulaciji z virusom DOB podobno 
izražanju IFNβ pri negativni kontroli (p > 0,1). 
 
Slika 28: Vpliv virusa DOB in virusa PUU na izražanje gena IFNβ pri PBMC bolnikov po preboleli 
HMRS, ki so imeli hud in blag potek bolezni, 48 ur po stimulaciji. 
Podobno kot pri stimuliranih PBMC zdravih prostovoljcev in pri PBMC bolnikov, 
pridobljenih v akutni fazi HMRS, pri PBMC bolnikov po preboleli okužbi z metodo 
qPCR nismo dokazali pomnoževanja gena IFNα.  
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4.3.2.2.3 Izražanje gena STAT-1 pri PBMC bolnikov po preboleli HMRS 
Ugotovili smo, da virus PUU vpliva na povečano izražanje gena STAT-1 pri PBMC 
bolnikov po preboleli okužbi z virusom PUU. Izražanje gena STAT-1 je bilo 48 ur 
po stimulaciji z virusom PUU pri PBMC bolnikov po preboleli okužbi 7,5-krat večje 
kot izražanje STAT-1 pri nestimuliranih PBMC (p = 0,02). Pri preostalih merjenih 
časih po stimulaciji je bilo izražanje gena STAT-1 pri stimuliranih PBMC podobno 
izražanju gena pri nestimuliranih celicah (p > 0,06). 
Ugotovili smo, da virus DOB ne stimulira izražanja gena STAT-1 pri PBMC 
bolnikov po preboleli okužbi z virusom DOB. Izražanje gena STAT-1 je bilo ob 
vseh merjenih časih pri stimuliranih PBMC podobno izražanju gena pri 
nestimuliranih celicah (p > 0,8). 
S stimulacijo PBMC bolnikov po preboleli okužbi smo potrdili rezultate, pridobljene 
s stimulacijo PBMC zdravih prostovoljcev. Potrdili smo, da je 48 ur po stimulaciji 
izražanje gena STAT-1 pri PBMC, stimuliranih z virusom PUU, 6-krat večje kot 
izražanje gena STAT-1 pri PBMC, stimuliranih z virusom DOB (p = 0,004) (slika 
29).  
 
Slika 29: Vpliv virusa DOB in virusa PUU na izražanje gena STAT-1 pri PBMC bolnikov po 
preboleli HMRS, 48 ur po stimulaciji. 
Ugotovili smo, da virus PUU poveča izražanje gena STAT-1 pri PBMC bolnikov, 
okuženih z virusom PUU, ki so imeli blag in hud potek bolezni. Statistično značilno 
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povečanje izražanja gena STAT-1 je bilo 48 ur po stimulaciji. Izražanje gena 
STAT-1 je bilo 48 ur po stimulaciji pri PBMC bolnikov po preboleli okužbi, ki so 
imeli blag potek bolezni, 10-krat večje kot izražanje gena STAT-1 pri 
nestimuliranih celicah (p = 0,046). Pri ostalih merjenih časih po stimulaciji je bilo 
izražanje gena STAT-1 pri stimuliranih PBMC podobno izražanju gena STAT-1 pri 
nestimuliranih celicah (p > 0,07). Pri PBMC bolnikov, okuženih z virusom PUU, ki 
so imeli hud potek bolezni, je bilo izražanje gena STAT-1 4-krat večje kot izražanje 
pri negativni kontroli (p = 0,03). Pri ostalih merjenih časih po stimulaciji je bilo 
izražanje gena STAT-1 pri stimuliranih PBMC podobno izražanju gena STAT-1 pri 
nestimuliranih PBMC (p > 0,2). Izražanje gena STAT-1 je bilo 48 ur po stimulaciji 
2-krat večje pri PBMC bolnikov, ki so imeli blažji potek, kot pri PBMC bolnikov, ki 
so imeli hud potek bolezni, vendar razlika ni statistično značilna (p = 0,1) (slika 
30). 
Ugotovili smo, da virus DOB ne stimulira PBMC bolnikov po preboleli okužbi z 
virusom DOB; ne pri skupini bolnikov, ki so imeli hud potek bolezni, ne pri skupini 
bolnikov z blago obliko bolezni (p > 0,1) (slika 30). 
 
Slika 30: Vpliv virusa DOB in virusa PUU na izražanje gena STAT-1 pri PBMC bolnikov po 
preboleli HMRS, ki so imeli hud in blag potek bolezni, 48 ur po stimulaciji. 
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4.3.2.2.4 Izražanje gena MxA pri PBMC bolnikov po preboleli HMRS 
Ugotovili smo, da virus PUU poveča izražanje gena MxA pri PBMC bolnikov po 
preboleli okužbi z virusom PUU. Izražanje gena MxA je bilo 24 ur po stimulaciji 2-
krat večje (p = 0,03) in 48 ur po stimulaciji 47-krat večje pri PBMC bolnikov po 
preboleli okužbi kot izražanje MxA pri nestimuliranih celicah (p < 0,0001). 
Ugotovili smo, da stimulacija z virusom DOB ne poveča izražanja gena MxA pri 
PBMC bolnikov po preboleli okužbi. Izražanje gena MxA je bilo v vseh merjenih 
časih po stimulaciji podobno izražanju gena MxA pri nestimuliranih PBMC (p > 
0,08). 
S stimulacijo PBMC bolnikov po preboleli okužbi smo potrdili rezultate, pridobljene 
s stimulacijo PBMC zdravih prostovoljcev. Potrdili smo, da je 48 ur po stimulaciji 
izražanje gena MxA pri PBMC stimuliranih z virusom PUU 61-krat večje kot 
izražanje gena MxA pri PBMC, stimuliranih z virusom DOB (p = 0,001) (slika 31).  
 
Slika 31: Vpliv virusa DOB in virusa PUU na izražanje gena MxA pri PBMC bolnikov po preboleli 
HMRS, 48 ur po stimulaciji. 
Ugotovili smo, da virus PUU stimulira izražanje gena MxA pri PBMC bolnikov po 
preboleli okužbi z virusom PUU, ki so imeli hudo in blago obliko bolezni. Pri PBMC 
bolnikov s hudo obliko bolezni je bilo izražanje gena MxA 48 ur po stimulaciji 9-
krat večje kot izražanje gena MxA pri nestimuliranih PBMC. Pri ostalih merjenih 
časih po stimulaciji je bilo izražanje gena MxA pri stimuliranih PBMC bolnikov s 
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hudo obliko bolezni podobno kot izražanje MxA pri nestimuliranih celicah (p > 0,1). 
Pri bolnikih z blago obliko bolezni je bilo izražanje gena MxA povečano že 24 ur po 
stimulaciji PBMC z virusom PUU. 24 ur po stimulaciji je bilo izražanje gena 2-krat 
večje, 48 ur po stimulaciji pa je bilo izražanje gena MxA 56-krat večje kot izražanje 
gena MxA pri nestimuliranih PBMC (p = 0,046 in p = 0,015).  
Ugotovili smo, da je izražanje gena MxA 48 ur po stimulaciji z virusom PUU višje 
pri PBMC bolnikov, ki so preboleli blago obliko bolezni, kot pri PBMC bolnikov, ki 
so preboleli hudo obliko bolezni. Izražanje gena MxA je bilo 48 ur po stimulaciji pri 
PBMC bolnikov, okuženih z virusom PUU, ki so imeli blago obliko bolezni, 6-krat 
večje kot pri PBMC bolnikov s hudo obliko bolezni (p = 0,04) (slika 32).  
Ugotovili smo, da stimulacija z virusom DOB ni povečala izražanja gena MxA ne 
pri PBMC bolnikov, okuženih z virusom DOB, ki so imeli hudo obliko bolezni, ne 
pri PBMC bolnikov z blago obliko bolezni (p > 0,1). Pri PBMC bolnikov po preboleli 
okužbi z virusom DOB, ki so imeli hudo obliko bolezni, je bilo izražanje gena MxA 
48 ur po stimulaciji za 30 % nižje kot izražanje MxA pri nestimuliranih celicah, 
vendar razlika ni bila statistično značilna (p = 0,2) (slika 32). 
 
Slika 32: Vpliv virusa DOB in virusa PUU na izražanje gena MxA pri PBMC bolnikov po preboleli 
HMRS, ki so imeli hud in blag potek bolezni, 48 ur po stimulaciji. 
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4.3.2.3 Vloga imunskega spomina pri izražanju IFN tipa I 
Da bi ugotovili, kakšna je vloga imunskega spomina, smo primerjali izražanje IFN 
tipa I med PBMC bolnikov, pridobljenih v akutni fazi bolezni, in PBMC, ki smo jih 
pridobili iz vzorcev istih bolnikov po preboleli okužbi. 
Ugotovili smo, da med PBMC bolnikov v akutni fazi bolezni in PBMC bolnikov, ki 
smo jih pridobili po preboleli bolezni, ni razlik v izražanju genov IFNβ, NFκB, 
STAT-1 in MxA pri 1 uri, 9 urah in 24 urah po stimulaciji PBMC z virusom DOB ali 
virusom PUU.   
Razlike v odzivu PBMC, ki so bili odvzeti med akutno fazo bolezni in PBMC po 
preboleli bolezni smo opazili, ko smo bolnike razdelili po skupinah glede na potek 
bolezni. Statistično značilne razlike smo opazili med odzivom PBMC, odvzetih v 
akutni fazi bolezni, in PBMC po preboleli bolezni pri bolnikih, okuženih z virusom 
PUU, ki so imeli hud potek bolezni. Razlike smo opazili v izražanju genov IFNβ in 
MxA 24 ur po stimulaciji PBMC z virusom PUU. 
Ugotovili smo, da je 24 ur po stimulaciji z virusom PUU pri PBMC bolnikov, 
odvzetih v akutni fazi bolezni, izražanje gena IFNβ nižje kot izražanje IFNβ pri 
PBMC bolnikov po preboleli okužbi (p = 0,01) (slika 33). Izražanje gena IFNβ je 
bilo pri PBMC, odvzetih med akutno fazo bolezni, znižano za 60 % (p = 0,001), 
medtem ko je bilo izražanje gena IFNβ pri PBMC po preboleli okužbi 2,5-krat večje 
kot izražanje pri negativni kontroli, vendar povečanje ni bilo statistično značilno (p 
= 0,1). 
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Slika 33: Vpliv virusa PUU na izražanje gena IFNβ 24 ur po stimulaciji PBMC, odvzetih v akutni 
fazi bolezni, in PBMC po preboleli bolezni, pri bolnikih s hudim potekom HMRS. 
 
Ugotovili smo tudi, da je 24 ur po stimulaciji z virusom PUU pri PBMC bolnikov, 
odvzetih v akutni fazi bolezni, izražanje gena MxA 3-krat večje kot izražanje MxA 
pri PBMC bolnikov po preboleli okužbi (p = 0,002) (slika 34).  
 
Slika 34: Vpliv virusa PUU na izražanje gena MxA 24 ur po stimulaciji PBMC, odvzetih v akutni fazi 
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Odziv IFN tipa I ima pomembno vlogo pri preprečevanju virusnih okužb. Patogeni 
virusi so razvili različne mehanizme, s katerimi inhibirajo nastajanje IFN, zavirajo 
nadaljnjo aktivacijo signalnih poti in blokirajo delovanje protivirusnih beljakovin 
(Haller in sod., 2006). Rezultati raziskav so pokazali, da patogeni hantavirusi 
zavirajo zgodnje izražanje IFN tipa I, kar vodi v zakasnjeno transkripcijo IFNβ in 
drugih ISG (Geimonen in sod., 2002, Kraus in sod., 2004, Spiropoulou in sod., 
2007). Čeprav so bile izvedene različne raziskave, pri katerih so preučevali 
imunopatogenezo hantavirusov, vloga IFN tipa I pri patogenezi HMRS še vedno ni 
pojasnjena. V naši raziskavi smo želeli ugotoviti, ali obstajajo razlike v izražanju 
IFN tipa I pri PBMC, stimuliranih z virusom DOB in virusom PUU, in ali zakasnjen 
odziv IFN tipa I vpliva na klinični potek HMRS. Prav tako nas je zanimala vloga 
imunskega spomina v odzivu IFN tipa I pri PBMC bolnikov s HMRS.  
V prvem delu doktorske naloge smo PBMC, pridobljene iz vzorcev zdravih 
prostovoljcev in bolnikov z znanim potekom HMRS, stimulirali z očiščenim virusom 
DOB in virusom PUU. Potrdili smo, da celična suspenzija, v kateri smo virusa DOB 
in PUU pripravili, ni vsebovala mikoplazem, ki bi lahko dodatno vplivale na 
rezultate stimulacije PBMC. Po različnih časih inkubacije smo analizirali izražanje 
genov IFNα, IFNβ, NFκB, STAT-1 in MxA z metodo qPCR, ki je hitra in občutljiva, 
rezultati pa so zanesljivi in ponovljivi.  
Z našo raziskavo smo potrdili, da virus DOB ne stimulira odziva IFN tipa I pri 
PBMC, medtem ko virus PUU stimulira povečan odziv IFN tipa I pri PBMC. 48 ur 
po stimulaciji smo potrdili povečano izražanje genov IFNβ, STAT-1 in MxA pri 
PBMC zdravih prostovoljcev in PBMC bolnikov, po preboleli okužbi z virusom 
PUU, ne pa z virusom DOB. Rezultati naše raziskave so v skladu s predhodnimi 
raziskavami, ki so pokazale, da je nivo inhibicije izražanja IFNβ s strani patogenih 
hantavirusov odvisen od stopnje patogenosti virusa. Rezultati kažejo na to, da 
virus DOB bolj zavira izražanje IFNβ kot virus PUU, saj so pokazali, da je inhibicija 
izražanja IFN z virusom PUU samo 10–30-odstotna (Jaaskelainen in sod., 2007). 
Nivo izražanja IFN tipa I je odvisen od virusnega seva in proučevane celične linije, 
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saj se celične linije razlikujejo v dovzetnosti za okužbo in v izražanju receptorjev 
(Geimonen in sod., 2002, Alff in sod., 2006, Haller in sod., 2006, Popugaeva in 
sod., 2012). Rezultati naše raziskave kažejo na to, da je tudi po stimulaciji z 
virusom PUU odziv IFN tipa I pri PBMC zakasnjen, saj smo povečano izražanje 
genov dokazali šele 48 ur po stimulaciji, čeprav so PBMC del imunskega odziva in 
bi zato po stimulaciji z virusom pričakovali hitrejši imunski odziv. Glede na 
rezultate naše raziskave in predhodnih raziskav, opisanih v literaturi, sklepamo, da 
večja stimulacija zgodnjega odziva IFN tipa I pripomore k blažjemu poteku HMRS 
po okužbi z virusom PUU v primerjavi s potekom HMRS po okužbi z virusom DOB. 
Da bi ugotovili, ali razlike v odzivu IFN tipa I vplivajo na različen potek bolezni po 
okužbi z virusoma DOB in PUU, smo stimulirali PBMC bolnikov z znanim potekom 
HMRS. Ugotovili smo, da je izražanje gena IFNβ pri PBMC, odvzetih v akutni fazi 
pri bolnikih, ki so imeli hudo obliko bolezni, znižano 24 ur po stimulaciji, v 
primerjavi z izražanjem IFNβ 9 ur po stimulaciji. Ugotovitev nakazuje možnost, da 
ima nižje izražanje IFNβ vlogo pri hujšem poteku HMRS. Vendar pa naše 
ugotovitve nismo potrdili s stimulacijo PBMC po preboleli okužbi, saj bilo izražanje 
gena IFNβ 48 ur po stimulaciji povečano pri PBMC bolnikov, ki so preboleli hud in 
blag potek okužbe z virusom PUU. Rezultati stimulacije PBMC bolnikov, odvzetih 
med akutno fazo bolezni, ki so bili okuženi z virusom DOB nakazujejo, da višje 
izražanje gena IFNβ pripomore k blažjemu poteku okužbe z virusom DOB, vendar 
našega opažanja nismo potrdili s stimulacijo PBMC po preboleli okužbi z virusom 
DOB, saj je bilo izražanje gena IFNβ pri PBMC iz obeh skupin bolnikov podobno 
kot pri nestimuliranih PBMC. 
Pri večini celičnih tipov se izražanje genov IFN aktivira po klasični poti, pri čemer 
se kot začetni odziv na okužbo izločajo povečane koncentracije IFNβ. V nadaljnji 
fazi odziva IFN se izloča še IFNα, ki predstavlja drugi val IFN odziva (Haller in 
sod., 2006). V naši raziskavi nismo dokazali pomnoževanja gena IFNα po 
stimulaciji PBMC z virusoma DOB in PUU. Glavni vir IFNα pri ljudeh so 
plazmacitoidne dendritične celice, saj konstitutivno izražajo IRF7, ki je glavni 
regulator izražanja IFNα. Vendar pa je delež plazmacitoidnih dendritičnih celic v 
populaciji PBMC manj kot 0,4-odstoten (Siegal in sod., 1999).  
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Virusna okužba sproži aktivacijo različnih transkripcijskih faktorjev in njihovo 
translokacijo v jedro, kjer aktivirajo prepisovanje genov (Balachandran in Beg, 
2011). Glavno vlogo pri aktivaciji promotorja IFNβ ima transkripcijski faktor IRF3. 
Skupaj s transkripcijskim faktorjem NFκB močno povečata izražanje genov IFNα/β. 
Pokazali so, da virus DOB, ne pa virus PUU, zavira aktivacijo NFκB. Beljakovina N 
virusa DOB se veže na beljakovino importin α, s čimer prepreči translokacijo NFκB 
v jedro in njegovo aktivacijo (Taylor in sod., 2009b). V naši raziskavi smo 
proučevali vlogo transkripcijskega faktorja NFκB pri izražanju IFN tipa I po 
stimulaciji z virusom DOB in virusom PUU. Pri PBMC zdravih prostovoljcev in 
bolnikov po preboleli HMRS nismo opazili povečanega izražanja gena NFκB ne po 
stimulaciji z virusom PUU ne z virusom DOB. Povečano izražanje gena NFκB smo 
opazili samo po stimulaciji PBMC bolnikov, pridobljenih v akutni fazi bolezni, ki so 
imeli hud potek okužbe z virusom PUU. Čeprav po stimulaciji z virusom PUU 
nismo opazili povečanega izražanja NFκB pri PBMC bolnikov, pridobljenih v akutni 
fazi bolezni, ki so imeli blago obliko bolezni, smo pri tej skupini bolnikov opazili 
aktivirano protivirusno stanje, saj je bilo izražanje gena MxA povečano. Prav tako 
smo aktivirano protivirusno stanje opazili pri PBMC zdravih prostovoljcev in 
bolnikov po preboleli HMRS kljub odsotnosti povečanega izražanja gena NFκB. 
Glede na naše rezultate zato sklepamo, da NFκB verjetno nima glavne vloge pri 
odzivu IFN tipa I po stimulaciji PBMC z virusom DOB in virusom PUU. Naša 
opažanja so podprta z rezultati raziskave Wanga in sodelavcev, ki predvidevajo, 
da NFκB nima pomembne vloge pri izražanju IFN tipa I po virusni okužbi (Wang in 
sod., 2007). Možno je, da ima pri sintezi mRNA IFNβ po stimulaciji PBMC s 
hantavirusi pomembnejšo vlogo transkripcijski faktor IRF3, ki ima glavno vlogo pri 
aktivaciji promotorja IFNβ (Geimonen in sod., 2002, Alff in sod., 2006, Haller in 
sod., 2006, Spiropoulou in sod., 2007, Alff in sod., 2008, Matthys in sod., 2011).  
Mehanizem, ki hantavirusom omogoča, da ne vzbudijo odziva IFN, vključuje 
zaviranje nastanka IFN in tudi zaviranje IFN signalnih poti (Spiropoulou in sod., 
2007). V naši raziskavi smo proučevali izražanje gena za transkripcijski faktor 
STAT-1, ki ga aktivirata IFNα/β preko receptorja za IFN tipa I (IFNAR) in ima 
pomembno vlogo pri aktivaciji protivirusnih odgovorov z ISG (Levy in Darnell, 
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2002, Haller in sod., 2006). Na podlagi teh rezultatov sklepamo, da virus PUU 
poveča izražanje gena STAT-1 pri PBMC, medtem ko virus DOB prepisovanja 
gena STAT-1 ne poveča. Povečano izražanje gena STAT-1 s strani virusa PUU 
smo potrdili s stimulacijo PBMC zdravih prostovoljcev in PBMC bolnikov po 
preboleli okužbi z virusom PUU.  
Povečano izražanje gena STAT-1 smo dokazali pri PBMC bolnikov s hudim in 
blagim potekom okužbe z virusom PUU. V nasprotju z izražanjem gena IFNβ smo 
opazili večje izražanje gena STAT-1 pri PBMC bolnikov z blažjim potekom okužbe, 
kot pri PBMC bolnikov s hudim potekom bolezni. Vendar pa razlika v izražanju 
gena STAT-1 med PBMC bolnikov z blagim in hudim potekom bolezni ni bila 
statistično značilna. Glede na rezultate menimo, da po stimulaciji PBMC z virusom 
PUU povečano izražanje gena STAT-1 aktivira povečano izražanje gena MxA. 
Razlog, da se po stimulaciji PBMC z virusom DOB izražanje STAT-1 ni povečalo, 
bi bil lahko podoben kot pri NFκB, saj beljakovina STAT tako kot NFκB za svojo 
trasportacijo v jedro uporablja beljakovino importin α (Levy in Darnell, 2002). 
Zaviranje translokacije STAT-1 v jedro so pokazali pri patogenem virusu AND in 
nepatogenem virusu PH, razlika v patogenosti se je pokazala z zaviranjem 
aktivacije IRF3 pri patogenem virusu AND (Spiropoulou in sod., 2007).   
Odgovor IFN na okužbo se kaže v nastanku protivirusnih proteinov, ki jih kodirajo 
ISG (Haller in sod., 2006). Pomembna komponenta protivirusnega odgovora, ki ga 
inducirajo IFN tipa I, je protein MxA, saj ima širok spekter protivirusnega 
učinkovanja (Khaiboullina in sod., 2005). Na podlagi predstavljenih rezultatov 
sklepamo, da virus DOB po stimulaciji PBMC ne poveča izražanja gena MxA. 
Opisani rezultati so skladni s predhodnimi objavami, ki so pokazale, da virus HTN, 
ki je podoben virusu DOB, zavira nastanek MxA po okužbi, saj vpliva na 
translokacijo IFR3 v jedro, ki je potrebna za aktivacijo MxA (Spiropoulou in sod., 
2007, Shim in sod., 2011, Matthys in Mackow, 2012). V raziskavah so pokazali, da 
patogeni hantavirusi blokirajo zgodnje odgovore IFN, vendar 1. do 4. dan po 
okužbi inducirajo visok nivo ISG (Geimonen in sod., 2002, Alff in sod., 2006). Prav 
tako so pokazali, da je izražanje gena MxA po okužbi celic A549 z virusom DOB, 
izoliranim v Nemčiji, zakasnjeno, saj so MxA na proteinskem nivoju lahko dokazali 
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šele 4. dan po okužbi (Popugaeva in sod., 2012). Na zaviranje zgodnjega 
izražanja gena MxA z virusom DOB kažejo tudi naši rezultati stimulacije PBMC 
bolnikov, odvzetih v akutni fazi okužbe, saj je bilo izražanje gena IFNβ pri PBMC 
bolnikov z blagim potekom bolezni povečano, izražanje gena MxA pa ne. Vendar 
rezultatov, pridobljenih s stimulacijo PBMC bolnikov, odvzetih v akutni fazi bolezni, 
nismo potrdili s stimulacijo PBMC po preboleli HMRS. Možno je, da bi bila kasneje 
kot 48 ur po stimulaciji višja aktivacija protivirusnega stanja pri PBMC, stimuliranih 
z virusom DOB. Vendar zaradi zmanjšane viabilnosti PBMC 3 dni po stimulaciji te 
hipoteze v naši raziskavi nismo mogli preveriti.  
Z našo raziskavo smo ugotovili, da virus PUU poveča izražanje gena MxA pri 
PBMC. Povečano izražanje gena MxA smo potrdili pri PBMC zdravih prostovoljcev 
in PBMC bolnikov s HMRS. Izražanje gena MxA je bilo povečano pri bolnikih s 
hudo in blago obliko bolezni po stimulaciji PBMC bolnikov, odvzetih v akutni fazi 
bolezni in PBMC bolnikov po preboleli okužbi z virusom PUU. Opazili smo, da se 
je izražanje gena MxA pri PBMC bolnikov, odvzetih v akutni fazi bolezni, in PBMC 
po preboleli okužbi povečalo hitreje pri PBMC bolnikov, ki so imeli blago obliko 
bolezni. S stimulacijo PBMC bolnikov po preboleli okužbi z virusom PUU smo 
pokazali statistično značilno večje izražanje gena MxA pri PBMC bolnikov, ki so 
imeli blago obliko bolezni, kot pri PBMC bolnikov, ki so imeli hud potek okužbe z 
virusom PUU. Na osnovi teh rezultatov zato sklepamo, da hitrejše in višje 
izražanje gena MxA pripomore k blažji obliki bolezni po okužbi z virusom PUU.  
Kljub temu da je bilo izražanje gena IFNβ večje pri PBMC bolnikov s hudim 
potekom okužbe z virusom PUU, smo 48 ur po stimulaciji PBMC, pridobljenih po 
preboleli okužbi, opazili povečano izražanje gena MxA pri bolnikih z blagim 
potekom bolezni. Morda ima na nižje izražanje gena MxA vpliv inhibicija gena 
IFNβ, ki smo jo opazili 24 ur po stimulaciji PBMC, pridobljenih v akutni fazi bolezni. 
Nasprotno smo 48 ur po stimulaciji PBMC bolnikov po preboleli blažji okužbi z 
virusom PUU opazili nižje izražanje gena IFNβ in višje izražanje gena MxA. Morda 
lahko na izražanje gena MxA pri naši raziskavi vplivajo tudi IFN tipa III, saj so 
pokazali, da izražanje MxA poleg IFN tipa I lahko stimulirajo tudi IFN tipa III 
(Holzinger in sod., 2007). Prav tako so ugotovili, da hantavirusi PH, SN in AND 
aktivirajo IFN tip III pri celicah VERO E6, ki so modificirane in ne izražajo IFN tipa I 
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(Prescott in sod., 2010). Rezultati predhodne raziskave so pokazali, da na 
izražanje MxA pri okužbi celic A549 z virusom HTN bolj vplivajo IFN tipa III kot 
IFNβ (Stoltz in Klingstrom, 2010). Vendar pa vloge IFN tipa III v naši raziskavi 
nismo proučevali. 
Pri okužbi s hantavirusi nastanejo nevtralizacijska protitelesa, ki imajo zaščitno 
vlogo pred ponovno okužbo (Ermonval in sod., 2016). Rezultati novejših študij 
kažejo na to, da je tudi pri naravnem imunskem sistemu prisoten imunski spomin 
(Sun in sod., 2014). Ugotovili so, da po predhodnem tretiranju celic NK s pro-
vnetnimi citokini IL-12 in IL-18 spominske celice NK izločajo večjo količino IFNγ 
(Cooper in sod., 2009). Da bi ugotovili, kakšna je vloga imunskega spomina pri 
odzivu IFN tipa I smo primerjali izražanje genov IFNβ, NFκB, STAT-1 in MxA med 
PBMC, pridobljenimi v akutni fazi bolezni, in PBMC, pridobljenimi iz vzorcev 
bolnikov po preboleli okužbi. Rezultati so pokazali razlike v izražanju genov IFNβ 
in MxA pri PBMC bolnikov s hudim potekom okužbe z virusom PUU. Pri PBMC, 
pridobljenih v akutni fazi bolezni, smo 24 ur po stimulaciji opazili manjše izražanje 
gena IFNβ in večje izražanje gena MxA kot pri PBMC iz vzorcev bolnikov, odvzetih 
po preboleli okužbi. Na podlagi teh rezultatov sklepamo, da so PBMC, pridobljeni v 
akutni fazi HMRS, bolj odzivni na stimulacijo z virusom PUU, kot PBMC, 
pridobljeni po preboleli bolezni. Odziv na stimulacijo z virusom DOB in virusom 
PUU je bil pri PBMC bolnikov po preboleli bolezni bolj podoben odzivu PBMC 
zdravih prostovoljcev, saj smo povečano izražanje genov opazili šele 48 ur po 
stimulaciji. Glede na rezultate sklepamo, da odziv IFN tipa I pri PBMC ne prispeva 
k zaščiti pred ponovno okužbo z virusom DOB in virusom PUU, saj je del 
prirojenega imunskega sistema, ki na patogene deluje z nespecifičnimi odgovori. 
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5 DRUGI DEL RAZISKAVE    
ANALIZA PROFILA PBMC PRI BOLNIKIH, OKUŽENIH Z VIRUSOM 
DOB IN VIRUSOM PUU 
5.1 CILJI RAZISKAVE 
V dostopni literaturi nismo zasledili raziskav, v katerih bi primerjali profil PBMC pri 
bolnikih, okuženih z virusom DOB in virusom PUU. Markotić in sod. so pokazali, 
da imajo pri bolnikih s HMRS pomembno vlogo citotoksični limfociti T in da so 
fenotipske spremembe profila PBMC lahko uporaben napovedni dejavnik pri 
poteku HMRS (Markotic in sod., 1999). Cilj drugega dela naše raziskave je bil 
ugotoviti, ali obstajajo razlike v limfocitnih populacijah med bolniki, okuženimi z 
virusom DOB, in bolniki, okuženimi z virusom PUU, zato smo s pretočno 
citometrijo analizirali profil PBMC, ki smo jih pridobili iz akutnih vzorcev bolnikov s 
HMRS. Zanimalo nas je tudi, ali so prisotne razlike v limfocitnih populacijah 
povezane s potekom bolezni po okužbi z virusom DOB in virusom PUU. 
5.2 PREISKOVANCI IN METODE 
Profil PBMC smo analizirali pri 36 bolnikih s HMRS. V drugi del raziskave smo 
vključili 15 bolnikov, okuženih z virusom DOB (10 bolnikov je imelo hudo in 5 
bolnikov blago obliko bolezni) in 21 bolnikov, okuženih z virusom PUU (7 bolnikov 
je imelo hudo in 14 bolnikov blago obliko bolezni). Rezultate smo primerjali z 
normalno vrednostjo za posamezne celične tipe, ki jih rutinsko uporabljajo v 
Laboratoriju za celično imunologijo, Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo.  
PBMC smo pridobili iz vzorcev krvi z dodanim EDTA, kot je opisano v razdelku 
3.2.5. Vzorci krvi so bili odvzeti v akutni fazi bolezni, na začetku hospitalizacije. V 
povprečju so bili PBMC pri bolnikih, okuženih z virusom DOB, pridobljeni 5. dan 
hospitalizacije pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, pa 4. dan hospitalizacije. 
PBMC smo dodali z različnimi barvili označena protitelesa in jih analizirali s 
pretočnim citometrom, kot je opisano v razdelku 3.2.8.  
Resman Rus K. Proučevanje prirojenega imunskega odziva po okužbi z virusom Dobrava in 




Rezultati analize profila PBMC pri bolnikih, okuženih z virusom PUU in virusom 
DOB, so predstavljeni v preglednici 8.  
Preglednica 8: Koncentracije in deleži celičnih tipov pri PBMC bolnikov s HMRS, analiziranih s 
pretočnim citometrom.  
 













/L] 0,13 0,17 ns 0,13 0,44 ns 0,35 0,14 ns 





0,96 1,4 ns 0,93 4,03 ns 2,71 0,93 0,048 




0,14 0,11 ns 0,15 0,18 ns 0,04 0,06 ns 
Limf. T (CD3+) [10
9
/L] 0,90 1,08 0,04 0,78 1,04 ns 1,12 1,08 ns 
Limf. T (CD3+) [%] 65,45 78,9 0,01 65,10 65,80 ns 73,95 82 0,049 
Th (CD4+) [10
9
/L] 0,31 0,57 0,01 0,29 0,41 ns 0,52 0,59 ns 
Tc (CD8+) [10
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0,03 0,05 0,02 0,03 0,03 ns 0,04 0,06 ns 









0,01 0,02 0,03 0,01 0,01 ns 0,02 0,02 ns 
HLA-DR CD3+ [10
9
/L] 0,12 0,20 0,04 0,13 0,10 ns 0,19 0,20 ns 
HLA-DR CD4+ [%] 11 7,10 ns 10 21,3 0,02 11 7,1 ns 
Komentar: Rezultati predstavljajo mediane koncentracij in deležev posameznih celičnih tipov pri PBMC 
bolnikov s HMRS. Z debelim tiskom so označene statistično značilne razlike.  
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5.3.1 RAZLIKE V PROFILU CELIC NK MED BOLNIKI, OKUŽENIMI Z 
VIRUSOM DOB, IN BOLNIKI, OKUŽENIMI Z VIRUSOM PUU 
Z analizo rezultatov, pridobljenih s pretočno citometrijo, smo ugotovili, da je pri 
bolnikih, okuženih z virusom PUU, koncentracija celic NK znižana glede na 
normalno vrednost (p = 0,002), medtem ko je koncentracija celic NK pri bolnikih, 
okuženih z virusom DOB, v mejah normalne vrednosti. Med bolniki, okuženimi z 
virusom DOB in virusom PUU, ni bilo statistično značilnih razlik v koncentraciji 
celic NK (p = 0,4).  
Ugotovili smo, da je delež celic NK (CD56+) pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, 
statistično značilno nižji v primerjavi z bolniki, okuženimi z virusom DOB (p = 0,02). 
Delež celic NK je bil pri bolnikih, okuženih z virusom DOB, 16,6-odstoten in pri 
bolnikih, okuženih z virusom PUU, 8,4-odstoten (slika 35).  
 
Slika 35: Delež celic NK (CD56+) pri bolnikih okuženih z virusom DOB in virusom PUU. 
Dodatno smo ugotovili tudi, da imajo bolniki, okuženi z virusom PUU, ki so imeli 
blago obliko bolezni, nižji delež celic NK (7,5 %) kot bolniki, ki so imeli hudo obliko 
bolezni, pri katerih je bil delež 12,8-odstoten (p = 0,03) (slika 36). Razliko med 
bolniki, okuženimi z virusom PUU, ki so imeli blago in hudo obliko bolezni, smo 
potrdili tudi pri koncentraciji celic NK. Koncentracija celic NK pri bolnikih, okuženih 
z virusom PUU, ki so imeli hudo obliko bolezni, je bila 3,5 × 108 celic/L, in pri 
bolnikih, ki so imeli blago obliko bolezni, 1,4 × 108 celic/L. Pri bolnikih, okuženih z 
virusom DOB, smo opazili večji delež in višjo koncentracijo celic NK kot pri 
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bolnikih, ki so imeli blag potek okužbe, vendar razlika med bolniki, ki so imeli hudo 
in blago obliko bolezni, ni bila statistično značilna (p = 0,4). 
 
Slika 36: Delež celic NK (CD56+) pri bolnikih, ki so imeli hud in blag potek okužbe z virusom DOB 
in virusom PUU. 
 
5.3.1.1 Citotoksične in citokinsko aktivne celice NK 
Z nadaljnjo analizo celic NK smo ugotovili, da je koncentracija citotoksičnih celic 
NK (CD16+CD56dim) višja pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, ki so imeli hud 
potek bolezni, kot pri bolnikih z blagim potekom bolezni (p = 0,048) (slika 37). Pri 
bolnikih, okuženih z virusom DOB, ni bilo statistično značilnih razlik v koncentraciji 
citotoksičnih celic NK glede potekom bolezni (p = 0,6). Prav tako ni bilo statistično 
značilnih razlik v koncentraciji citotoksičnih celic NK med bolniki, okuženimi z 
virusom DOB in virusom PUU (p = 0,6). 
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Slika 37: Koncentracija citotoksičnih celic NK (CD16+CD56
dim
) pri bolnikih, ki so imeli hud in blag 
potek okužbe z virusom DOB in virusom PUU. 
Ko smo bolnike primerjali glede na koncentracijo citokinsko aktivnih celic NK 
(CD16+CD56bright), nismo opazili razlik v koncentraciji med bolniki, okuženimi z 
virusom DOB in virusom PUU (p = 0,1). Prav tako nismo opazili razlik v 
koncentraciji celic CD16+CD56bright pri bolnikih, ki so imeli hud ali blag potek 
okužbe z virusom DOB ali virusom PUU (p = 0,8 in p = 0,6) (slika 38).  
 
Slika 38: Koncentracija citokinsko aktivnih celic NK (CD16+CD56
bright
) pri bolnikih, ki so imeli hud 
in blag potek okužbe z virusom DOB in virusom PUU. 
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S primerjavo koncentracij in deleža smo ugotovili, da imajo bolniki s HMRS višjo 
koncentracijo in večji delež citotoksičnih celic NK v primerjavi z deležem citokinsko 
aktivnih celic NK. Statistično značilne razlike smo opazili pri vseh skupinah 
bolnikov (p < 0,008) (slika 39). 
 
Slika 39: Delež citotoksičnih in citokinsko aktivnih celic NK pri bolnikih, okuženih z virusom DOB in 
virusom PUU. 
 
5.3.2 RAZLIKE V PROFILU LIMFOCITOV T MED BOLNIKI, OKUŽENIMI Z 
VIRUSOM DOB, IN BOLNIKI, OKUŽENIMI Z VIRUSOM PUU 
Z analizo limfocitov T (CD3+) smo ugotovili, da imajo bolniki, okuženi z virusom 
PUU, višjo koncentracijo limfocitov T kot bolniki, okuženi z virusom DOB (p = 0,04) 
(slika 40). Bolniki, okuženi z virusom DOB, so imeli koncentracijo limfocitov T nižjo 
od normalne vrednosti (p = 0,004).  
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Slika 40: Koncentracija limfocitov T (CD3+) pri bolnikih okuženih z virusom DOB in virusom PUU. 
 
Razlike med virusoma smo potrdili tudi s primerjavo deležev limfocitov T in 
ugotovili, da imajo bolniki, okuženi z virusom PUU, večji delež limfocitov T kot 
bolniki, okuženi z virusom DOB (p = 0,01). Bolniki, okuženi z virusom PUU, ki so 
imeli blag potek bolezni, so imeli največji delež limfocitov T, ki je bil statistično 
značilno večji od deleža limfocitov T pri bolnikih s hudim potekom bolezni (p = 
0,049). Med bolniki, okuženimi z virusom DOB, ki so imeli hud in blag potek 
bolezni, ni bilo razlik v deležu limfocitov T (p = 0,9) (slika 41). 
 
Slika 41: Delež limfocitov T (CD3+) pri bolnikih, ki so imeli hud in blag potek okužbe z virusom 
DOB in virusom PUU. 
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Nadalje smo proučevali podvrsti limfocitov T: celice T-pomagalke (Th) in celice T- 
ubijalke (Tc). Rezultati so pokazali, da je koncentracija celic Th (CD4+) pri 
bolnikih, okuženih z virusom DOB, in pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, 
znižana glede na normalno vrednost (p = 0,0004 in p = 0,01). Ugotovili smo, da je 
koncentracija celic Th statično značilno nižja pri bolnikih, okuženih z virusom DOB, 
v primerjavi z bolniki, okuženimi z virusom PUU (p = 0,01) (slika 42).  
 
Slika 42: Koncentracija celic T-pomagalk (CD4+) pri bolnikih, okuženih z virusom DOB in virusom 
PUU. 
Podobno so rezultati tudi pri analizi Tc (CD8+) pokazali znižane koncentracije celic 
Tc pri obeh skupinah bolnikov, vendar je bilo znižanje koncentracije glede na 
normalno vrednost statistično značilno samo pri bolnikih, okuženih z virusom DOB 
(p < 0,0001). Ugotovili smo, podobno kot pri celicah Th, da je koncentracija celic 
Tc nižja pri bolnikih, okuženih z virusom DOB v primerjavi z bolniki, okuženimi z 
virusom PUU, vendar razlika med skupinama ni bila statistično značilna (p = 0,16) 
(slika 43).  
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Slika 43: Koncentracija citotoksičnih celic T (CD8+) pri bolnikih, okuženih z virusom DOB in 
virusom PUU. 
5.3.2.1 Aktivacijska molekula CD25 
Z analizo celic T-pomagalk, ki izražajo marker CD25 (IL-2R), smo določili 
aktivirane celice pomagalke (CD4+CD25+). Ugotovili smo, da je pri bolnikih, 
okuženih z virusom PUU višja koncentracije aktiviranih Th, kot pri bolnikih, 
okuženih z virusom DOB (p = 0,03) (slika 44). Rezultate smo potrdili tudi s 
primerjavo deležev. Delež aktiviranih Th je bil pri bolnikih, okuženih z virusom 
PUU, 9,4-odstoten in statistično značilno večji kot pri bolnikih, okuženih z virusom 
DOB, kjer je bil 6,6-odstoten (p = 0,02). 
 
Slika 44: Koncentracija aktiviranih celic T-pomagalk, ki izražajo aktivacijski marker CD25, 
(CD25+CD4+) pri bolnikih, okuženih z virusom DOB in virusom PUU. 
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Kot regulatorne celice T smo analizirali celice, ki so izražale aktivacijsko molekulo 
CD25 in nizko izražale marker CD127 (IL-7R). Ugotovili smo, da je pri bolnikih, 
okuženih z virusom PUU, prisotnih več celic Treg (CD4+CD25+CD127
low/-) kot pri 
bolnikih, okuženih z virusom DOB (p = 0,02) (slika 45).  
 
Slika 45: Koncentracija regulatornih celic T (CD4+CD25+CD127
low/-
) pri bolnikih, okuženih z 
virusom DOB in virusom PUU. 
 
5.3.2.2 Aktivacijska molekula CD69  
S pretočno citometrijo smo proučevali limfocite T, ki so izražali aktivacijsko 
molekulo CD69. Ugotovili smo, da je pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, 
prisotnih več limfocitov T, ki izražajo aktivacijski marker CD69, ki se pojavi tik pred 
proliferacijo (CD3+CD69+), kot pri bolnikih, okuženih z virusom DOB (p = 0,04) 
(slika 46).  
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Slika 46: Koncentracija limfocitov T, ki izražajo aktivacijski marker CD69 (CD3+CD69+), pri 
bolnikih, okuženih z virusom DOB in virusom PUU. 
Dodatno smo ugotovili, da je pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, aktiviranih več 
celic Tc (CD69+CD8+) kot pri bolnikih, okuženih z virusom DOB (p = 0,03) (slika 
47). Rezultate smo potrdili tudi z analizo deležev limfocitov T, ki so izražali 
aktivacijsko molekulo CD69. Ugotovili smo, da imajo bolniki, okuženi z virusom 
PUU, večji delež limfocitov T, ki izražajo aktivacijski marker CD69 (p = 0,03), in 
sicer imajo večji delež aktiviranih celic Tc (p = 0,04) kot bolniki, okuženi z virusom 
DOB. 
 
Slika 47: Koncentracija citotoksičnih limfocitov T, ki izražajo aktivacijski marker CD69 
(CD8+CD69+), pri bolnikih, okuženih z virusom DOB in virusom PUU. 
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5.3.2.3 Aktivacijska molekula HLA-DR 
S pretočno citometrijo smo proučevali izražanje HLA-DR na aktiviranih limfocitih T, 
ki se pojavijo kot odziv na povečano količino IFN tipa I. V primeru, da je prisoten 
specifični antigen (virus), pride do klonske ekspanzije. Ugotovili smo, da je pri 
bolnikih, okuženih z virusom PUU, koncentracija aktiviranih limfocitov T, ki izražajo 
aktivacijski marker HLA-DR, ki se pojavi tik pred klonsko ekspanzijo (CD3+HLA-
DR) višja kot pri bolnikih, okuženih z virusom DOB (p = 0,04) (slika 48).  
 
Slika 48: Koncentracija limfocitov T, ki izražajo aktivacijski marker HLA-DR (CD3+HLA-DR), pri 
bolnikih, okuženih z virusom DOB in virusom PUU. 
Z analizo deležev celic Th smo ugotovili, da imajo bolniki, okuženi z virusom DOB, 
ki so imeli blag potek bolezni, v primerjavi z bolniki, ki so imeli hud potek bolezni, 
statistično značilno večji delež aktiviranih celic Th, ki so izražale aktivacijski 
marker HLA-DR, (p = 0,02). Razlika v deležu celic Th, ki izražajo HLA-DR, med 
bolniki, okuženimi z virusom PUU in virusom DOB, ni bila statistično značilna (p = 
0,6). Prav tako ni bilo razlike v deležu aktiviranih celic Th med bolniki, okuženimi z 
virusom PUU, ki so imeli blag ali hud potek bolezni (p = 0,3) (slika 49). 
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Slika 49: Delež celic T-pomagalk, ki izražajo aktivacijski marker HLA-DR (CD4+HLA-DR), pri 
bolnikih, ki so imeli hud in blag potek okužbe z virusom DOB in virusom PUU. 
 
5.4 RAZPRAVA 
Celice NK so pomemben del prirojenega imunska odziva proti virusnim okužbam, 
saj lahko različne okvare celic NK vodijo v življenjsko ogrožajoče virusne okužbe  
(Lodoen in Lanier, 2006, Jost in Altfeld, 2013, Braun in sod., 2014). Ugotovili smo, 
da sta koncentracija in delež celic NK pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, na 
začetku akutne faze bolezni nižja od normalne vrednosti. Ugotovitev se sklada z 
raziskavo, kjer so ugotovili, da je koncentracija celic NK pri bolnikih, okuženih z 
virusom PUU na začetku bolezni nizka, kar pripisujejo ekstravazaciji celic v tkiva 
med akutno fazo okužbe (Bjorkstrom in sod., 2011, Rasmuson in sod., 2011b). S 
primerjavo deležev celic NK smo ugotovili, da imajo bolniki, okuženi z virusom 
DOB večji delež celic NK kot bolniki, okuženi z virusom PUU. Vzrok za večji delež 
celic NK bi bilo lahko višje virusno breme pri bolnikih, okuženih z virusom DOB, v 
primerjavi z bolniki, okuženimi z virusom PUU (Korva in sod., 2013b). Glede na 
rezultate sklepamo, da so celice NK povezane s hudim potekom HMRS, saj imajo 
tudi bolniki s hudim potekom okužbe z virusom PUU višjo koncentracijo celic NK 
kot bolniki z blagim potekom bolezni. Z raziskavo smo ugotovili, da imajo bolniki, 
okuženi z virusom PUU, ki so imeli hudo obliko bolezni, višjo koncentracijo 
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citotoksičnih celic NK CD56dim. Prav tako smo ugotovili, da je pri vseh proučevanih 
skupinah bolnikov delež citotoksičnih celic NK večji od deleža citokinsko aktivnih 
celic NK (CD56bright). Skladno z našimi rezultati so predhodno že ugotovili, da se 
število citotoksičnih celic NK CD56dim pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, 
poveča med akutno fazo bolezni in ostane povišano vsaj še 60 dni po pojavu 
bolezenskih znakov (Braun in sod., 2014). Predhodne objave kažejo na 
pomembno vlogo citotoksičnih celic NK in limfocitov T pri hudem poteku HMRS. 
Endotelijske celice, okužene s hantavirusi, so namreč zaščitene pred celicami NK 
zaradi povišanega izražanja HLA-1, tako stimulirane celice NK ubijejo neokužene 
endotelijske celice, kar prispeva k hudemu poteku HMRS zaradi povečane žilne 
prepustnosti (Gupta in sod., 2013, Braun in sod., 2014).  
Rezultati nakazujejo, da imajo bolniki, okuženi z virusom DOB, ki so imeli hud 
potek bolezni, manjši delež celic NK in nižjo koncentracijo citotoksičnih CD56dim 
celic NK kot bolniki z blagim potekom bolezni. Vendar pa razlike med obema 
skupinama bolnikov niso bile statistično značilne. V prvem delu doktorske naloge 
smo s stimulacijo PBMC, pridobljenih iz vzorcev bolnikov med akutno okužbo z 
virusom DOB, pokazali, da je bilo izražanje gena IFNβ pri PBMC bolnikov z blagim 
potekom bolezni višje kot izražanje IFNβ pri PBMC bolnikov s hudim potekom 
bolezni. Nižje izražanje IFNβ pri bolnikih s hudim potekom bolezni bi lahko vplivalo 
na manjšo aktivacijo celic NK, saj se celice NK aktivirajo neposredno z virusno 
okužbo in z IFN tipa I, ki so glavni citokini, vključeni v aktivacijo celic NK in njihovih 
citotoksičnih funkcij (Lee in sod., 2007).  
V prvem delu doktorske naloge smo na ravni IFN tipa I ugotovili, da virus PUU bolj 
stimulira prirojen imunski odziv kot virus DOB. Naša opažanja smo potrdili v 
drugem delu doktorske naloge, saj smo ugotovili, da je odziv limfocitov T večji pri 
bolnikih, okuženih z virusom PUU, kot pri bolnikih, okuženih z virusom DOB. 
Nasprotno z analizo celic NK, smo z analizo limfocitov T ugotovili, da imajo bolniki, 
okuženi z virusom PUU, ki povzroča blažjo obliko bolezni, višjo koncentracijo in 
večji delež limfocitov T kot bolniki, okuženi z virusom DOB, in zato menimo, da 
imajo limfociti T pozitiven vpliv na potek HMRS. Dokazali smo, da imajo bolniki, 
okuženi z virusom PUU, v primerjavi z bolniki, okuženimi z virusom DOB, več 
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aktiviranih limfocitov T, saj smo potrdili večjo koncentracijo limfocitov, ki izražajo 
aktivacijski marker CD69, ki se pojavi tik pred proliferacijo, in aktivacijski marker 
HLA-DR, ki se pojavi tik pred klonsko ekspanzijo. Opisani rezultati so skladni z 
rezultati hrvaške raziskave, kjer so pokazali višji delež aktiviranih celic T 
(TCR+HLA-DR+) pri seropozitivnih bolnikih s HMRS (Markotic in sod., 1999). 
Glede na rezultate sklepamo, da je aktivacija imunskega odziva limfocitov T 
močnejša po okužbi z virusom PUU kot po okužbi z virusom DOB. Menimo, da 
močnejša aktivacija odziva IFN tipa I in močnejši imunski odziv limfocitov T po 
okužbi z virusom PUU pripomore k blažji klinični sliki HMRS v primerjavi z virusom 
DOB. Na pozitivno vlogo limfocitov T v kliničnem poteku HMRS dodatno kaže tudi 
to, da so imeli bolniki, okuženi z virusom PUU, ki so imeli blag potek bolezni, 
značilno višji delež limfocitov T kot bolniki s hudim potekom okužbe. Na podlagi 
predstavljenih rezultatov menimo, da višja koncentracija aktiviranih limfocitov T pri 
bolnikih, okuženih z virusom PUU, verjetno preprečuje virusno pomnoževanje in 
omogoča učinkovitejše odstranjevanje virusa, saj imajo bolniki, okuženi z virusom 
PUU, nižje virusno breme kot bolniki, okuženi z virusom DOB (Korva in sod., 
2013b).  
Aktivacija limfocitov T in celic NK vključuje izražanje molekule CD69, ki se pojavi 
tik pred proliferacijo limfocitov in deluje kot receptor za prenos signalov (Werfel in 
sod., 1997). V raziskavi smo ugotovili, da imajo bolniki, okuženi z virusom PUU, 
višjo koncentracijo aktiviranih citotoksičnih limfocitov T, ki izražajo molekulo CD69, 
v primerjavi z bolniki, okuženimi z virusom DOB. Citotoksični limfociti T so 
pomembna komponenta imunskega odziva pri odstranitvi z virusom okuženih 
celic. Pri akutni okužbi s hantavirusom SN, ki povzroča HCPS, so ugotovili 
pozitivno korelacijo med številom specifičnih efektorskih celic CD8 T in težo 
bolezni (Kilpatrick in sod., 2004). Nasprotno so v drugi raziskavi pokazali, da imajo 
specifične CD8 celice T zaščitno vlogo pri okužbi z virusom HTN, ki je povzročitelj 
HMRS (Wang in sod., 2009). Glede na rezultate naše raziskave menimo, da imajo 
aktivirane citotoksične celice T pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, verjetno 
zaščitno vlogo in sodelujejo pri odstranitvi virusa po okužbi, saj imajo bolniki, 
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okuženi z virusom PUU, nižje virusno breme kot bolniki, okuženi z virusom DOB 
(Korva in sod., 2013b). 
Z analizo molekule CD25 smo ugotovili, da imajo bolniki, okuženi z virusom PUU, 
višjo koncentracijo aktiviranih efektorskih celic T (CD25+CD4+) in regulatornih 
celic T (CD4+CD25+CD127low/-) kot bolniki, okuženi z virusom DOB. Rezultati so 
skladni s hrvaško raziskavo, kjer so pokazali, da imajo seropozitivni bolniki s 
HMRS povišan delež aktiviranih celic T-pomagalk (Markotic in sod., 1999). Za 
dober izid bolezni je pomembno ravnotežje med regulatorno in efektorsko funkcijo 
limfocitov T. Raziskave pri različnih virusih kažejo nasprotujoče rezultate. V kitajski 
raziskavi so pokazali, da imajo bolniki s HMRS v akutni fazi bolezni značilno 
znižano število regulatornih celic T v primerjavi z zdravimi kontrolami (Zhu in sod., 
2009). V finski raziskavi pa so pokazali, da so regulatorne celice T aktivirane v 
akutni fazi okužbe z virusom PUU in sodelujejo pri imunskem odzivu (Koivula in 
sod., 2014). Rezultati naše raziskave so skladni z rezultati finske raziskave, saj 
menimo, da višja efektorska in regulatorna funkcija limfocitov T verjetno pripomore 
k boljšemu imunskemu odzivu pri okužbi z virusom PUU. Imunski odziv je tako bolj 
aktiviran po okužbi z virusom PUU kot virusom DOB, kar je delno skladno z 
rezultati Zhu in sodelavcev, saj je na Kitajskem glavni povzročitelj HMRS virus 
HTN, ki je podoben virusu DOB.  
Med obema skupinama bolnikov, ki so bili okuženi z virusom DOB, pri nobeni 
proučevani populaciji celic nismo ugotovili statistično značilnih razlik, razen pri 
deležu celic T-pomagalk, ki so izražale HLA-DR. Ugotovili smo, da imajo bolniki, 
okuženi z virusom DOB, ki so imeli blag potek bolezni, večji delež celic Th, ki so 
izražale marker HLA-DR, kot bolniki, ki so imeli hud potek okužbe z virusom DOB. 
Večji delež aktiviranih celic T-pomagalk, ki izražajo aktivacijski marker HLA-DR, 
morda pripomore k TH2 odzivu in s tem večji produkciji protiteles, saj je v literaturi 
pokazano, da višji nivo nevtralizirajočih protiteles v akutni fazi bolezni pripomore k 
boljšemu izidu bolezni (Valdivieso in sod., 2006).  
Glede na rezultate naše raziskave sklepamo, da so celice NK, še posebno 
citotoksične celice NK, povezane s hudim potekom okužbe z virusom PUU. Da so 
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celice NK povezane s hudim potekom HMRS, kažejo tudi rezultati, da je večji 
delež celic NK pri bolnikih, okuženih z virusom DOB, ki povzroča hujšo obliko 
HMRS, kot pri bolnikih, okuženih z virusom PUU. Glede na rezultate sklepamo, da 
so limfociti T povezani z blažjim potekom okužbe z virusom PUU. Odziv limfocitov 
T je bolj aktiviran pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, kot pri bolnikih, okuženih z 
virusom DOB. Močnejši specifični T-celični odziv, ki se kaže z večjo koncentracijo 
celic Tc, Th ter z večjim izražanjem aktivacijskih markerjev CD25, CD69 in HLA-
DR, pripomore k blažji obliki HMRS po okužbi z virusom PUU kot z virusom DOB. 
Menimo, da k blažjemu poteku HMRS po okužbi z virusom PUU pripomore tudi 
večja aktivacija efektorskih in regulatornih celic T in da večji delež aktiviranih celic 
T-pomagalk, ki izražajo aktivacijski marker HLA-DR, pripomore k blažji obliki 
okužbe z virusom DOB. 
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6 TRETJI DEL RAZISKAVE  
HMGB1 KOT NAPOVEDNI DEJAVNIK POTEKA BOLEZNI PO 
OKUŽBI Z VIRUSOM DOB IN VIRUSOM PUU 
6.1 CILJI RAZISKAVE 
Veliko raziskav je posvečenih odkrivanju napovednih dejavnikov pri hemoragičnih 
mrzlicah, s katerimi bi lahko preprečili smrtni izid bolezni. Ugotovili so, da sta 
nespecifična markerja C – reaktivni protein (CRP) in prokalcitonin (PCT) povišana 
pri bolnikih s HMRS, vendar nista zadostna pokazatelja za napoved hudega 
poteka okužbe (Jereb in sod., 2011). Ugotovili so, da je HMGB1 uporaben marker 
pri diagnozi in prognozi okužbe z virusom Denga (Allonso in sod., 2012, Allonso in 
sod., 2013). Cilj naše raziskave je bil ugotoviti, kakšna je vloga HMGB1 kot 
napovednega dejavnika za hud potek okužbe z virusom DOB in virusom PUU.  
6.2 PREISKOVANCI IN METODE 
Koncentracijo HMGB1 smo izmerili v supernatantih PBMC zdravih posameznikov 
48 ur po stimulaciji z virusom DOB ali virusom PUU ter v supernatantih 
nestimuliranih PBMC zdravih posameznikov, ki smo jih inkubirali 48 ur. 
V proučevanje vloge HMGB1 v patogenezi HMRS smo vključili vzorce serumov 72 
bolnikov s HMRS. V raziskavo je bilo vključenih 24 bolnikov, okuženih z virusom 
DOB (12 s hudim in 12 z blagim potekom okužbe) in 48 bolnikov, okuženih z 
virusom PUU (23 s hudim in 25 z blagim potekom okužbe). Vzorce serumov so pri 
bolnikih, okuženih z virusom DOB, odvzeli v povprečju 2,8 dneva po pričetku 
bolnišničnega zdravljenja, pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, pa 2,4 dneva po 
pričetku bolnišničnega zdravljenja. Koncentracijo HMGB1 smo izmerili tudi v 
vzorcih serumov 61 zdravih kontrol.  
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Za določanje koncentracije HMGB1 v serumskih vzorcih in supernatantih 
stimuliranih PBMC smo uporabili komercialni test ELISA, kot je opisano v razdelku 
3.2.9.   
6.3 REZULTATI 
6.3.1 KONCENTRACIJA HMGB1 V SUPERNATANTIH STIMULIRANIH 
PBMC 
Ugotovili smo, da je koncentracija HMGB1 povišana v supernatantih stimuliranih 
PBMC z virusom DOB in virusom PUU. Povprečna koncentracija HMGB1 je pri 
PBMC, stimuliranih z virusom DOB, 134,4 ng/ml (z razponom 105,7–162,7 ng/ml). 
Povprečna koncentracija HMGB1 je pri PBMC, stimuliranih z virusom PUU, 128,6 
ng/ml (z razponom 96,4–197,2 ng/ml). Povprečna koncentracija HMGB1 pri 
nestimuliranih PBMC je 42,9 ng/ml (z razponom 28,8–58,8 ng/ml). Ugotovili smo, 
da je koncentracija HMGB1 statistično značilna višja pri PBMC, stimuliranih z 
virusom DOB in virusom PUU, kot pri nestimuliranih PBMC (p < 0,0001). Med 
PBMC, stimuliranimi z virusom DOB, in PBMC, stimuliranimi z virusom PUU, ni 
statistično pomembne razlike v koncentraciji HMGB1 (p = 0,9) (slika 50). 
 
Slika 50: Koncentracija HMGB1 v supernatantih PBMC 48 ur po stimulaciji z virusom DOB in 
virusom PUU ter v supernatantih nestimuliranih PBMC. 
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6.3.2 KONCENTRACIJA HMGB1 PRI BOLNIKIH S HMRS 
Ugotovili smo, da je koncentracija HMGB1 pri bolnikih s HMRS povišana. Mediana 
koncentracij HMGB1 je pri bolnikih s HMRS 38 ng/ml (z razponom 0,4–787 ng/ml), 
medtem ko je mediana koncentracij HMGB1 pri zdravih kontrolah 3,3 ng/ml (z 
razponom 0,2–31 ng/ml). Mediana koncentracij HMGB1 je pri bolnikih s HMRS 
11,6-krat višja kot pri zdravih kontrolah (p < 0,0001). 
Ugotovili smo, da je koncentracija HMGB1 povišana tako pri bolnikih, okuženih z 
virusom DOB, kot pri bolnikih, okuženih z virusom PUU. Mediana koncentracij 
HMGB1 je pri bolnikih, okuženih z virusom DOB, 23 ng/ml (z razponom 0,4–787 
ng/ml) in pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, 50,7 ng/ml (z razponom 0,8–702 
ng/ml). Koncentracija HMGB1 je pri bolnikih, okuženih z virusom DOB, 7,2-krat 
višja in pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, 15-krat višja kot pri zdravih kontrolah 
(p < 0,0001). Pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, je koncentracija HMGB1 2,2-
krat višja kot pri bolnikih, okuženih z virusom DOB, vendar razlika v koncentracijah 
ni statistično značilna (p = 0,4) (slika 51). 
 
Slika 51: Koncentracija HMGB1 v serumih bolnikov, okuženih z virusom DOB in virusom PUU, ter 
v serumih zdravih prostovoljcev. 
Ugotovili smo, da je koncentracija HMGB1 višja pri bolnikih, okuženih z virusom 
DOB in virusom PUU, ki so imeli hud potek HMRS. Mediana koncentracij HMGB1 
je pri bolnikih, okuženih z virusom DOB, ki so imeli hud potek bolezni 45,7 ng/ml (z 
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razponom 0,4–787 ng/ml) in pri bolnikih, ki so imeli blag potek okužbe, 16 ng/ml (z 
razponom 1–493 ng/ml). Koncentracija HMGB1 je pri bolnikih, okuženih z virusom 
DOB, ki so imeli hud potek bolezni, 2,8-krat višja kot pri bolnikih z blagim potekom 
okužbe, vendar razlika v koncentracijah ni statistično značilna (p = 0,2) (slika 52). 
 
Slika 52: Koncentracija HMGB1 v serumih bolnikov, okuženih z virusom DOB, ki so imeli hud in 
blag potek bolezni. 
Mediana koncentracij HMGB1 je pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, ki so imeli 
hud potek bolezni 138 ng/ml (z razponom 4,8–702 ng/ml), in pri bolnikih, ki so 
imeli blag potek okužbe, 7,3 ng/ml (z razponom 0,8–513 ng/ml). Bolniki s hudim 
potekom okužbe z virusom PUU so imeli 19-krat višjo koncentracijo HMGB1 kot 
bolniki z blagim potekom okužbe (p = 0,003) (slika 53). 
 
Slika 53: Koncentracija HMGB1 v serumih bolnikov, okuženih z virusom PUU, ki so imeli hud in 
blag potek bolezni. 
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Vlogo HMGB1 so v literaturi opisali pri različnih boleznih, vključno pri virusnih 
okužbah (Nowak in sod., 2007, Borde in sod., 2011, Ito in sod., 2011, Allonso in 
sod., 2012, Allonso in sod., 2013). V dostopni literaturi do zdaj vloga HGMB1 pri 
HMRS še ni bila raziskana. Koncentracijo HMGB1 smo izmerili v supernatantih po 
stimulaciji PBMC zdravih prostovoljcev z virusom DOB in virusom PUU. Ugotovili 
smo, da je po stimulaciji PBMC z virusoma DOB in PUU koncentracija HMGB1 
povišana, med virusoma nismo opazili statistično značilnih razlik v koncentraciji 
HMGB1. Rezultate, pridobljene z in vitro poskusom, smo preverili tudi z merjenjem 
koncentracije HMGB1 v serumih bolnikov s HMRS. Ugotovili smo, da je HMGB1 
vpleten v imunopatogenezo HMRS, saj so imeli bolniki, okuženi z virusom DOB in 
virusom PUU, povišano koncentracijo HMGB1. Ko smo primerjali koncentracijo 
HMGB1 pri bolnikih, okuženih z virusom DOB in virusom PUU, smo ugotovili, da 
imajo bolniki, okuženi z virusom PUU, višjo koncentracijo HMGB1 kot bolniki, 
okuženi z virusom DOB, vendar razlika ni bila statistično značilna. Nadalje smo 
vlogo HMGB1 kot napovednega dejavnika pri HMRS preverjali s primerjavo 
bolnikov s hudim in blagim potekom okužbe z virusom DOB in virusom PUU. 
Ugotovili smo, da so imeli bolniki s hudim potekom okužbe z virusom DOB višjo 
koncentracijo HMGB1 kot bolniki z blagim potekom okužbe. Razlika v koncentraciji 
HMGB1 med bolniki s hudim in blagim potekom bolezni ni bila statistično značilna, 
zato sklepamo, da HMGB1 ni primeren napovedni dejavnik za hud potek bolezni 
po okužbi z virusom DOB. Nasprotno pa sklepamo, da je HMGB1 ustrezen 
napovedni dejavnik za hud potek bolezni po okužbi z virusom PUU, saj so imeli 
bolniki, okuženi z virusom PUU, ki so imeli hud potek bolezni, statistično značilno 
višjo koncentracijo HMGB1 kot bolniki, ki so imeli blag potek bolezni. 
Čeprav smo pričakovali višjo koncentracijo HMGB1 pri bolnikih, ki so imeli hud 
potek bolezni, so rezultati pokazali, da imajo bolniki, okuženi z virusom PUU, višjo 
koncentracijo HMGB1 kot bolniki, okuženi z virusom DOB. V predhodnih 
raziskavah so ugotovili, da je sproščanje HMGB1 odvisno od aktivacije signalne 
poti JAK/STAT1 (Lu in sod., 2014) in da imata IFNβ in STAT-1 pomembno vlogo 
pri sproščanju HMGB1 (Kim in sod., 2009). V prvem delu doktorske naloge smo 
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pokazali, da virus DOB bolj inhibira zgodnji odziv IFN tipa I kot virus PUU. 
Ugotovili smo, da je 48 ur po stimulaciji izražanje genov IFNβ in STAT-1 statistično 
značilno nižje pri PBMC, stimuliranih z virusom DOB, kot pri PBMC, stimuliranih z 
virusom PUU. Na podlagi teh rezultatov menimo, da je inhibicija IFNβ s strani 
virusa DOB možen razlog za nižje sproščanje HMGB1 pri bolnikih, okuženih z 
virusom DOB, kot pri bolnikih, okuženih z virusom PUU. V predhodnih raziskavah 
so ugotovili, da ima HMGB1 vlogo tudi pri hemoragičnem šoku, saj se lahko 
pasivno sprošča iz poškodovanih celic in deluje kot provnetni citokin (Parrish in 
Ulloa, 2007). Krvavitve so pogostejše pri bolnikih, okuženih z virusom DOB, ki 
imajo hud potek bolezni, zato menimo, da so lahko vzrok za višjo koncentracijo 
HMGB1 pri bolnikih, okuženih z virusom DOB, ki so imeli hudo obliko bolezni.   
Indukcija in sproščanje HMGB1 je kompleksen proces, ki je vpleten  v različne poti 
imunskega sistema. Zaradi imunsko pogojenega odgovora HMGB1 in ker je naša 
raziskava prva na področju vloge HMGB1 pri HMRS, so za potrditev HMGB1 kot 
napovednega dejavnika pri HMRS potrebne še dodatne imunološke raziskave.  
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 Virus DOB ne aktivira zgodnjega odziva IFN tipa I pri humanih PBMC, 
medtem ko je odziv IFN tipa I pri humanih PBMC po stimulaciji z virusom 
PUU povečan, saj smo potrdili povišano izražanje genov IFNβ, STAT-1 in 
MxA. 
 
 Z našo raziskavo smo potrdili hipotezo, da je stopnja odziva IFN tipa I po 
stimulaciji humanih PBMC z virusom DOB nižja kot po stimulaciji z 
virusom PUU, saj je izražanje genov IFNβ, STAT-1 in MxA statistično 
značilno nižje pri PBMC, stimuliranimi z virusom DOB. 
 
 Večje protivirusno delovanje, ki smo ga potrdili z višjim izražanjem gena 
MxA, pripomore k blažjemu poteku okužbe z virusom PUU.  
 
 PBMC, pridobljeni v akutni fazi HMRS, so bolj odzivni na stimulacijo z 
virusom PUU kot PBMC, pridobljeni po preboleli bolezni, saj je izražanje 
gena IFNβ nižje, izražanje gena MxA pa višje pri PBMC med akutno 
okužbo kot pri PBMC po preboleli okužbi pri bolnikih, ki so imeli hud potek 
okužbe z virusom PUU.  
 
 Celice NK, še posebno citotoksične celice NK, so povezane s hudim 
potekom okužbe z virusom PUU.  
 
 Limfociti T so povezani z blažjim potekom okužbe z virusom PUU.  
 
 Večji specifični T-celični odziv pripomore k blažji obliki HMRS po okužbi z 
virusom PUU v primerjavi z okužbo z virusom DOB, saj imajo bolniki, 
okuženi z virusom PUU, višjo koncentracijo celic Th ter večje izražanje 
aktivacijskih markerjev CD25, CD69 in HLA-DR. 
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 Večji delež aktiviranih celic T-pomagalk, ki izražajo aktivacijski marker 
HLA-DR, ki se pojavi tik pred klonsko ekspanzijo, pripomore k blažji obliki 
okužbe z virusom DOB. 
 
 Koncentracija HMGB1 je povišana pri bolnikih s HMRS. HMGB1 je 
ustrezen napovedni dejavnik za hud potek bolezni po okužbi z virusom 
PUU. 
 
 Na podlagi predstavljenih rezultatov sklepamo, da virus PUU močneje 
aktivira odziv prirojenega imunskega sistema kot virus DOB, kar smo v 
doktorski nalogi potrdili na treh nivojih: z višjim odzivom IFN tipa I pri 
PBMC, stimuliranih z virusom PUU, z višjim specifičnim T-celičnim 
odzivom pri PBMC bolnikov, okuženih z virusom PUU, in z višjim 
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V Sloveniji hemoragično mrzlico z renalnim sindromom (HMRS) povzročajo 
hantavirusi Dobrava (DOB), Puumala (PUU) in Dobrava-Kurkino. Potek bolezni je 
lahko zelo različen, od blage oblike bolezni, do bolezni s hudim potekom, ki se 
lahko konča tudi s smrtnim izidom. Dosedanje raziskave kažejo na to, da ima pri 
okužbi s hantavirusi pomembno vlogo odgovor prirojenega imunskega sistema 
gostitelja. Pokazali so, da patogeni hantavirusi zavirajo zgodnji odziv interferonov 
tipa I (IFNα in IFNβ), stopnja zaviranja IFN pa je odvisna od stopnje patogenosti 
hantavirusa. Utišanje prirojenega imunskega odziva posledično privede do hitrega 
in nenadzorovanega, sistemskega razsoja okužbe. V dostopni literaturi še ni 
opisanih razlik v prirojenem imunskem odzivu po okužbi z virusom DOB in virusom 
PUU. V naši raziskavi smo želeli ugotoviti, ali obstajajo razlike v prirojenem 
imunskem odzivu mononuklearnih celic iz periferne krvi (PBMC), pridobljenih iz 
kliničnih vzorcev bolnikov po okužbi z virusom DOB in virusom PUU, in kakšen je 
njihov pomen v patogenezi HMRS. Doktorsko nalogo smo razdelili na tri dele.  
V prvem delu raziskave smo želeli ugotoviti, ali obstajajo razlike v odzivu IFN tipa I 
pri PBMC po stimulaciji z virusom DOB in virusom PUU ter ali razlike v odzivu IFN 
tipa I vplivajo na različen potek bolezni. Z virusom DOB in virusom PUU smo 
stimulirali PBMC zdravih prostovoljcev in PBMC bolnikov z znanim potekom 
HMRS. Ugotovili smo, da virus PUU, ne pa virus DOB, stimulira odziv IFN tip I, saj 
je bilo izražanje genov IFNβ, STAT-1 in MxA 48 ur po stimulaciji statistično 
značilno večje kot pri nestimuliranih celicah. Z rezultati raziskave smo potrdili 
postavljeno hipotezo, da je stopnja odziva IFN tipa I po stimulaciji PBMC z virusom 
DOB nižja kot po stimulaciji z virusom PUU, kar posledično lahko pripomore k 
hujši klinični sliki HMRS po okužbi z virusom DOB. S stimulacijo PBMC iz vzorcev 
bolnikov po preboleli HMRS smo ugotovili, da je izražanje gena MxA pri PBMC 
bolnikov, ki so imeli blažji potek okužbe z virusom PUU, statistično značilno višje, 
kot pri PBMC bolnikov, ki so imeli hujši potek okužbe. Iz rezultatov naše raziskave 
sklepamo, da večje protivirusno delovanje, ki smo ga potrdili z višjim izražanjem 
gena MxA, pripomore k blažjemu poteku okužbe z virusom PUU.  
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Odziv PBMC, pridobljenih iz vzorcev bolnikov v akutni fazi bolezni, smo primerjali 
z odzivom PBMC, ki smo jih pridobili iz vzorcev bolnikov po preboleli HMRS, saj 
nas je zanimala vloga imunskega spomina. Predpostavljali smo, da bo odziv IFN 
tipa I bolj zavrt v PBMC med akutno okužbo kot v PBMC po preboleli okužbi. 
Statistično značilne razlike so se pokazale med PBMC bolnikov, ki so imeli hud 
potek okužbe z virusom PUU. Ugotovili smo, da je izražanje gena IFNβ statistično 
značilno nižje, izražanje gena MxA pa statistično značilno višje pri PBMC bolnikov, 
odvzetih v akutni fazi bolezni, kot pri PBMC, odvzetih po preboleli okužbi. Iz 
rezultatov sklepamo, da so PBMC, pridobljene v akutni fazi HMRS, bolj odzivni na 
stimulacijo z virusom PUU, kot PBMC, pridobljene po preboleli bolezni. Menimo, 
da odziv IFN tipa I pri PBMC ne prispeva k zaščiti pred ponovno okužbo z virusom 
DOB in virusom PUU, saj je del prirojenega imunskega sistema, ki na patogene 
deluje z nespecifičnimi odgovori. 
V drugem delu doktorske naloge smo s pretočno citometrijo primerjali profil PBMC 
pri  bolnikih s HMRS. Želeli smo ugotoviti, ali okužbi z virusom DOB in virusom 
PUU povzročita različen odziv imunskih celic. Zanimalo nas je tudi, ali so prisotne 
razlike v limfocitnih populacijah povezane s potekom HMRS. Ugotovili smo, da 
imajo bolniki, okuženi z virusom DOB, statistično značilno večji delež celic NK, kot 
bolniki, okuženi z virusom PUU. Prav tako smo potrdili večji delež celic NK pri 
bolnikih, okuženih z virusom PUU, ki so imeli hud potek bolezni, kot pri bolnikih z 
blažjim potekom okužbe. Dodatno smo ugotovili, da imajo bolniki s hudim potekom 
okužbe z virusom PUU višjo koncentracijo citotoksičnih celic NK CD56dim. Na 
podlagi teh rezultatov sklepamo, da so celice NK povezane s hudim potekom 
HMRS. Še posebno so s hudim potekom okužbe z virusom PUU povezane 
citotoksične celice NK CD56dim.  
Z analizo limfocitov T smo ugotovili, da imajo bolniki, okuženi z virusom PUU, višjo 
koncentracijo limfocitov T kot bolniki, okuženi z virusom DOB. Prav tako so 
rezultati pokazali višjo koncentracijo limfocitov T pri bolnikih, okuženih z virusom 
PUU, ki so imeli blag potek okužbe, kot pri bolnikih s hudim potekom bolezni. 
Dodatno smo z našo raziskavo ugotovili, da imajo bolniki, okuženi z virusom PUU, 
višjo koncentracijo celic Th ter več aktiviranih limfocitov T, ki izražajo aktivacijski 
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marker CD69, ki se pojavi tik pred proliferacijo, in aktivacijski marker HLA-DR, ki 
se pojavi tik pred klonsko ekspanzijo, ter višjo koncentracijo aktiviranih efektorskih 
celic T (CD25+CD4+) in regulatornih celic T (CD4+CD25+CD127low/-) kot bolniki, 
okuženi z virusom DOB. Na podlagi teh rezultatov sklepamo, da višja 
koncentracija limfocitov T in večji specifični T celični odziv pripomoreta k blažjemu 
poteku HMRS po okužbi z virusom PUU kot po okužbi z virusom DOB.  
Bolniki, okuženi z virusom DOB, ki so imeli blag potek bolezni, so imeli večji delež 
celic Th, ki so izražale aktivacijski marker HLA-DR, kot bolniki s hudim potekom 
okužbe z virusom DOB. Glede na rezultate menimo, da večji delež aktiviranih celic 
T-pomagalk pripomore k blažji obliki okužbe z virusom DOB. 
V tretjem delu doktorske naloge smo aktivacijo prirojenega imunskega odziva 
preverjali na nivoju koncentracije proteina visoko-mobilne skupine B1 (HMGB1). 
Želeli smo opredeliti vlogo HMGB1 kot napovednega dejavnika pri hantavirusni 
okužbi. Koncentracijo HMGB1 smo izmerili v supernatantih stimuliranih PBMC 
zdravih prostovoljcev ter v serumih bolnikov, okuženih z virusom DOB in virusom 
PUU. Ugotovili smo, da je koncentracija HMGB1 višja v supernatantih stimuliranih 
PBMC z virusom DOB ali virusom PUU kot pri nestimuliranih PBMC, medtem ko 
razlika v koncentraciji HMGB1 med virusoma ni bila statistično značilna. Rezultate 
smo potrdili tudi z merjenjem koncentracije HMGB1 v serumih bolnikov s HMRS, 
pri čemer smo ugotovili, da imajo bolniki, okuženi z virusom DOB in virusom PUU, 
povišano koncentracijo HMGB1, med virusoma pa prav tako ni bilo statistično 
značilnih razlik. Z rezultati naše raziskave smo prvi pokazali, da ima HMGB1 vlogo 
tudi v patogenezi HMRS. Pokazali smo, da je HMGB1 uporaben napovedni 
dejavnik za hud potek okužbe z virusom PUU, saj imajo bolniki s hudim potekom 
okužbe z virusom PUU višjo koncentracijo HMGB1 kot bolniki z blagim potekom 
bolezni. 
Na podlagi rezultatov raziskave sklepamo, da je odziv prirojenega imunskega 
sistema aktiviran močneje po okužbi z virusom PUU kot po okužbi z virusom DOB, 
kar pripomore k blažjemu poteku HMRS po okužbi z virusom PUU kot po okužbi z 
virusom DOB. Ugotovitev smo v doktorski nalogi potrdili na treh nivojih. Na nivoju 
proučevanja IFN odziva smo ugotovili, da virus PUU bolj stimulira odziv IFN tipa I 
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in da višje izražanje gena MxA pripomore k blažjemu poteku okužbe z virusom 
PUU. Na nivoju proučevanja limfocitov smo potrdili, da v primerjavi z virusom DOB 
virus PUU močneje aktivira specifični odziv limfocitov T. Na biološkem nivoju smo 
z merjenjem koncentracije beljakovine HMGB1 pokazali, da je HMGB1 vpleten v 
patogenezo HMRS in da je ustrezen napovedni dejavnik za hud potek bolezni po 
okužbi z virusom PUU. Zaviranje odziva IFN tipa I z virusom DOB je možen vzrok, 
da HMGB1 ni ustrezen napovedni dejavnik za hud potek okužbe z virusom DOB. 
Shematski povzetek doktorske disertacije je predstavljen na sliki 54.  
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Slika 54: Shematski povzetek doktorske disertacije. 
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Hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) is an endemic disease in Slovenia 
and is caused by Dobrava virus (DOBV), Puumala virus (PUUV), and Dobrava-
Kurkino virus. The clinical severity of HFRS varies greatly and both mild and 
severe clinical courses of the disease have been observed, with an overall case 
fatality rate of 4,5 %. Host innate immune responses play an important role in 
infection with hantaviruses. Pathogenic hantaviruses inhibit the early response of 
type I interferons (IFNα and IFNβ) and IFN inhibition depends on the hantavirus 
pathogenicity. The inhibition of innate immune responses consequently leads to a 
rapid and systemic hantavirus infection. According to the available literature, no 
study to date has investigated differences in immune responses to DOBV and 
PUUV infections. In our study, differences in activation of the innate immune 
response in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from clinical samples of 
patients infected with DOBV and PUUV were investigated and significance of 
observed differences in HFRS severity was compared. The doctoral thesis is 
divided in three sections. 
In the first part of the study, differences in the IFN type I-induced antiviral state 
were investigated in PBMCs in early post-stimulation with DOBV or PUUV. 
PBMCs from healthy volunteers and HFRS patients were stimulated with DOBV 
and PUUV. Our results showed that PUUV, but not DOBV, activated the IFN type 
I-induced antiviral state in stimulated PBMCs and that IFNβ, STAT-1, and MxA 
were highly up-regulated at 48 hours post-stimulation. The results of the study 
confirmed the hypothesis that DOBV led to lower IFN type I response in 
comparison to PUUV and that the delayed IFN type I response could be a 
contributor to a more severe clinical outcome of the disease. Furthermore, up-
regulation of MxA was statistically significantly higher in convalescent-phase 
PBMCs from patients with mild PUUV infection than in PBMCs from patients with 
severe disease. Higher IFN type I-induced antiviral state could be a contributor to 
mild HFRS, particularly in PUUV infection. 
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We further compared the IFN type I responses of acute-phase PBMCs and 
convalescent-phase cells from the same HFRS patients and investigated the role 
of immunological memory. We expected stronger inhibition of the IFN type I 
response in acute-phase PBMCs. Statistically significant differences were found 
between acute- and convalescent-phase PBMCs from patients with severe PUUV 
infection. Our results showed a significantly lower expression of IFNβ and a 
significantly higher expression of MxA in acute-phase PBMCs compared to 
convalescent-phase PBMCs, which indicated higher responsiveness of acute-
phase PBMCs to PUUV stimulation. The results indicated no contribution of the 
IFN type I response to the protection against DOBV or PUUV re-infection, as it is 
part of the innate immune system, with non-specific defense against pathogens.  
In the second part of the doctoral thesis, the PBMCs profile of patients with HFRS 
was analyzed with flow cytometry. We compared the responses of lymphocyte 
populations in DOBV and PUUV patients and examined the connection to HFRS 
severity. The results showed a significantly higher count of NK cells in patients 
with DOBV infection than in patients with PUUV infection. The count of NK cells 
was significantly higher in patients with severe PUUV infection compared to 
patients with mild course of infection. Additionally, a higher concentration of 
cytotoxic NK cells CD56dim was detected in patients with severe PUUV infection. 
These results suggest that NK cells could be associated with severe course of 
HFRS, especially higher amount of cytotoxic NK cells CD56dim could contribute to 
the more severe PUUV infection.   
The concentration of T lymphocytes, especially the concentration of Th cells, was 
higher in PUUV infected patients compared to DOBV infected patients. Moreover, 
the concentration of T lymphocytes in PUUV infected patients with mild HFRS was 
higher compared to those with a severe clinical course of the disease. Additionally, 
PUUV infected patients showed higher concentrations of effector T cells 
(CD25+CD4+) and regulatory T cells (CD4+CD25+CD127low/-) and a higher T 
lymphocyte activation, expressing activation markers CD69 and HLA-DR, 
compared to DOBV infected patients. Higher T lymphocyte concentration and 
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higher specific T cell response contribute to milder HFRS after PUUV infection 
compared to DOBV infection.  
The amounts of Th cells, expressing activation marker HLA-DR, were statistically 
significantly higher in patients with mild DOBV infection in comparison to patients 
with severe infection. We concluded that a higher amount of activated Th cell 
could contribute to milder HFRS after DOBV infection. 
In the third part of the study, we measured the concentration of the high mobility 
group box 1 (HMGB1) protein and investigated the role of HMGB1 as a prognostic 
marker for the severity of HFRS. The HMGB1 concentration was measured in 
supernatants of stimulated PBMCs from healthy donors and in serum samples of 
HFRS patients. The concentration of HMGB1 in supernatants of PBMCs 
stimulated with DOBV and PUUV was significantly higher compared to 
unstimulated PBMCs, however, there was no statistically significant effect of 
different virus stimulation. The results of our in vitro experiment were consistent 
with measurements of HMGB1 concentration in patients’ serum samples. The 
HMGB1 concentration was significantly elevated in HFRS patients compared to 
healthy donors whereas no statistically significant effect was observed for virus 
stimulation. To the best of our knowledge, this is the first study indicating the role 
of HMGB1 in HFRS pathogenesis. We have demonstrated the potential 
usefulness of HMGB1 as a biomarker for severity in PUUV infection, as patients 
with a severe PUUV infection had a significantly higher concentration of HMGB1 
than patients with mild disease.   
In conclusion, the results of our study indicated a higher activation of innate 
immune responses after PUUV infection compared to DOBV infection. The 
inhibition of the innate immune response could be one of the contributors to a 
more severe clinical outcome after DOBV infection. In the doctoral thesis, the 
differences in innate immunity between DOBV and PUUV infection were confirmed 
on three different biological levels. The results of PBMCs stimulation indicated 
high activation of the IFN type I-induced antiviral state after PUUV infection. Flow 
cytometry analyses showed high specific T lymphocyte activation in patients 
infected with PUUV. Our study indicated the potential use of HMGB1 as a 
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prognostic marker for PUUV severity. The inhibition of IFNβ by DOBV could 
explain why HMGB1 is not the appropriate biomarker for severity in DOBV 
infection. 
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